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Zellkernstudien. I. 


Von 


0. Fiirth. 


Untersuchungen iiber die Hefenucleinsaure. 
Ihre Alkaloidsalze, ihre Reindarstellung und ihr Puringehalt. 


Von 
TI. Leipert und T. Kurokawa. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 4. Februar 1932.) 


Die Nucleinsaure und ihre Verbindungen standen seit jeher im 
Mittelpunkt chemischen Interesses. Auf das ,,Nuclein’ aus dem Hoppe- 
Seylerschen Laboratorium folgte eine Fille von Nucleoproteiden und 
Nucleinen, die wir heute, wo wir iiber die chemische Konstitution der 
Nucleinséure einigermaBen orientiert sind, von einem einheitlichen 
Standpunkt aus betrachten kénnen. NaturgemaB stand dabei die tieri- 
sche Nucleinséure im Vordergrund der Forschung. Die Nucleinséure 
hat als Saure die Fahigkeit, mit Basen Salze zu bilden. Durch die 
Untersuchungen Steudels und seiner Mitarbeiter (1) wurde es sehr wahr- 
scheinlich gemacht, daB in den Nucleoproteiden und Nucleinen nichts 
anderes vorliegt, als Salze der Nucleinsdure mit einem basischen Eiweip- 
kérper. Auch andere Basen wurden dann auf ihre Reaktion mit Thymus- 
nucleinsaure hin untersucht. Der Gedanke an ‘Farbbasen' lag nahe (2). 
War doch damit die Méglichkeit gegeben, wichtige Aufschliisse dariiber 
zu erhalten, ob die Farbbarkeit des Zellkerns eine wirkliche Salzbildung 
oder nur eine Adsorptionsfarbung sei. Feulgens Verbindungen aus 
Malachitgriinleukohydrat bzw. Kristallviolettleukohydrat und Thymus- 
nucleinséure erwiesen sich als nucleinsaure Salze. Auf 1 Mol Saure 
kamen, der Vierbasizitat der Nucleinsaure entsprechend, 4 Mole Farb- 
base. Spater bestatigte dann J. Schuhmacher (3) durch seine Pyronin- 
nucleinsaure, daB es sich bei der Zellkernfarbung tatsachlich um einen 
chemischen ProzeB handelt. 


I. Alkaloidverbindungen der Hefenucleinsiure. 


Die folgenden Untersuchungen beschaftigen sich mit dem Studium 
der Verbindungen aus Hefenucleinsaure mit Alkaloiden als basischen 
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Anteil. Wir wahlten die Hefenucleinséure, da sie als Handelsprodukt 
der Firmen Boehringer und Merck leicht in gréBeren Mengen erhaltlich 
ist. Dabei leitete uns der Gedanke, eine Alkaloidverbindung ausfindig 
zu machen, die eine wirksame Reinigung der kaéuflichen Nucleinsaure 
gestattet, ohne daB die Riickgewinnung des Alkaloids mit gréBeren 
Schwierigkeiten und Verlusten verbunden ware. In der Literatu 
finden wir auBer den bekannten kristallisierten Brucinsalzen der Mono- 
nucleotide nur zwei Patentvorschriften iiber Nucleinsiurealkaloidsalze 
Die Haco-Gesellschaft, Bern (4), stellt solche Verbindungen her durch 
kurzes EKrwarmen der Alkaloidsalze (Morphin, Chinin, Berberin) mit 
HefeeiweiB, Nucleinen oder Hefenucleinsiure in wasseriger Suspension 
auf 60 bis 80° und Auskoagulieren des Produktes durch Einleiten von 
Wasserdampf. Analysen sind nicht angegeben. EF. Weinert (5) be- 
schreibt ein Verfahren zur Darstellung einer leicht und klar léslichen 
Nucleinséureverbindung des Yohimbins. 1 Mol Nucleinséure erfordert 
1 Mol Alkaloid. 

In qualitativen Vorversuchen priiften wir eine Reihe von Alkaloiden 
auf ihre Fallbarkeit mit Hefenucleinsaure. Wir lésten die freien Alkaloide 
in wenig verdiinnter Essigséure und setzten dann die Lésung von 
nucleinsaurem Na zu. Dabei befolgten wir Feulgens Rat, der wiederholt 
bei Farbbasen keine Fallung erhielt, wenn er die Base zur Nucleinsaéure 
zusetzte. Wider Erwarten gaben nur verhaltnismaBig wenig Alkaloide 
Fallungen. Es fallten: Chinin, Chinidin, Brucin, Strychnin, Morphin, 
Berberin, Yohimbin. 

Keine Fallungen wurden erzielt mit: Codein, Heroin, Narkotin, 
Cocain, Ekgonin, Atropin, Coniin, Nicotin, Aconitin, Solanin, Stro- 
phantin, Veratrin, Pikrotoxin, Pilocarpin, Physostigmin, Colchicin. 

Zur naiheren Untersuchung kamen die Verbindungen mit Chinin, 
Chinidin, Brucin und Strychnin. Sie eignen sich besonders dazu, da 
sich ihre Mengen in den Nucleinsaureverbindungen durch eine einfache 
Methoxylbestimmung leicht ermitteln lassen, die Strychninverbindung 
ausgenommen. 

Darstellung: Man bereitet eine etwa 15°,ige Lésung von nuclein- 
saurem Na und gieBt diese in kleineren Portionen zu einer nicht zu 
verdiinnten Lésung des freien Alkaloids in verdiinnter Essigséure. 
Auf 1 Mol Nucleinséiure rechnet man dabei wenig mehr als 4 Mole 
Alkaloid. Die Fallung nimmt man zweckmaBig in einem Zentrifugen- 
glas vor und mischt nach jedem Zusatz durch kraftiges Umschiitteln. 
Man zentrifugiert und wascht einmal mit verdiinnter Essigsiure nach. 
Hierauf verriihrt man die zahfliissige, fadenziehende Masse so lange 
mit 96° Alkohol, bis sie brécklig geworden ist und sich in der Reib- 
schale leicht zerkleinern laBt. Zur Entfernung tiberschiissigen Alkaloids 
wascht man auf der Zentrifuge noch einige Male mit Alkohol und 
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hlieBlich mit Ather. Zur weiteren Reinigung lést man das lufttrockene 
morphe Pulver unter Erwaéimen auf dem Wasserbade in méglichst 
enig 30° igem Alkohol, filtriert mittels eines HeiBwassertrichters und 
ringt das Produkt durch Kiuhlen zur Abscheidung. Nach fiinf- bis 
echsmaligem Umlésen ]4Bt man im Eiskasten absitzen, gieBt die 
Mutterlauge ab, verreibt mit Alkohol, wie oben beschrieben, verdrangt 
lien Alkohol durch Ather und trocknet schlieBlich im Vakuum iiber 
Phosphorpentoxyd bei 100°. Die Ausbeute betragt 40 bis 50°, der 
Pheorie. 

Eigenschaften: Die so erhaltenen Alkaloidverbindungen sind weibe 
bis gelbliche amorphe Pulver. Sie lésen sich in heiBem Wasser bis 
30°, Alkohol und sind unléslich in hochprozentigem Alkohol, Ather, 
Aceton, Chloroform, Pyridin. Beim Erhitzen zersetzen sie sich, ohne 
zu schmelzen, unter Verkohlung und Aufblahen abnlich der reinen 
Hefenucleinsaure. Kochen mit Wasser spaltet sie in ihre Komponenten. 
lhr salzartiger Charakter offenbart sich auch im Verhalten zu starkeren 
Basen und Saéuren. Durch kurzes Schiitteln mit verdiinnter Natron- 
lauge wird die schwachere Base verdrangt, das Alkaloid flockt aus 
ind kann quantitativ wiedergewonnen werden. Beim Schiitteln mit 
verdiinnter Saure dagegen wird die Nucleinsaure frei. 

Unsere Erwartung, die Nucleinsiure wiirde auch hier als vier- 
hasische Séure reagieren, ahnlich der Reaktion mit Farbbasen, erfiillte 
sich nur bei den Strychnosalkaloiden, bei den Chinaalkaloiden dagegen 
erfordert 1 Mol Nucleinséure nur 2 Mol Alkaloid. Feulgens Analysen- 
resultate seiner nucleinsauren Farbbasen konnten infolge des wechselnden 
Wassergehalts der Thymusnucleinsaure nicht absolut gewertet werden (6). 
Das Hauptgewicht lag auf dem Verhaltnis P: N. Diese Einschrankung 
entfallt naturgemaéB bei unseren Alkaloidverbindungen der Hefe- 
nucleinsaure. 

Analysen. 
I. Nucleinsaures Chinin: C3gH4gO29Nj5 Py - 2 CoH og N2Oo- 
Ber.: N = 13,64%, P = 6,35%, CH;O DS Jax 
N = 8,043 mg Substanz = 7,70cem n/lOOHCI. . . . 13,40°, 
6.501 ., -s = 606 ., nf/lOORC. .. .1388%, 
Mittel: 13,18°/ N. 

P = 7,823 mg Substanz 0,0340 g Molybdat. . . . 6,30°, 

6.789 .. s 0,0292 g oe +e « Sew 


Mittel: 6,27 °% P. 


CH,O = 15,760 mg Substanz See me Bed ..... F,10%CH.O. 
P:N 
Gef.: 1:2,10 
ber. : 1: 2,15 
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Nucleinsaures Chinidin: C3 5H 4g Oo Ny5 Py - 2 Cyp Hog No Og. 


Ber.: N = 13,63°,, P = 6.35%, CH,O = 3,17° 


8,117 me Substanz 7,95ccm n/lOOHC!. .. 13,72% 
6.9388 ., - 6.96 ,, n/iOOHcl. . . 14,08% 
Mittel: 13.87°,, N. 


4,675 mg Substanz 0.0215 ¢ Molybdat .. . 6,68", 
6,068 ,, - = 0,0296 g ° soe RS 


Mittel: 6,88°, P. 


7.474 mg Substanz LviameAged ..... B14Y 
PrP: 8 
Gel.: 1: 2,01; 
ber. : 1: 2.36. 


Nucleinsaures Brucin : CygH4gOogN,5P, . 4 Coz Hog No O,- 
Ber.: N 1.23%. FF 431%, CH,O 8,62 °.. 
6,884 mg Substanz 5.45 cem n/lOOHCI. . . 11,09°%, 
7,499 ,. sis §,85. , n/lOHC!. . . 10,938% 

Mittel: 11.01% N. 


7.706 mg Substanz 0,0229 g Molybdat ... 4,32°, 
6,644 ., oN 0,0193 ¢ Pe i Se, oe 


Mittel: 4,27°, 


* 


11,968 mg Substanz 7008m@Agd ..... 840% 
11,360. . 7.259 ,, AgJ ..... 844° 
Mittel: 8.47°,, CH,O 
gh! 
Gef.: 1: 2,58; 
ber.: 1: 2,60. 


Nucleinsaures Strychnin : C3gH 49 Oo Ny; Py - 4 Coy Hos No Ov- 
Ber.: N = 12,20%, P = 4,70%. 
6,226 mg Substanz 5,55cem n/l0OO HC]. . . 12,49°%, 
6,526 ,, ms 5,63 ,, n/lOOHC]. .. 12,00% 
Mittel: 12,29°%, N. 


7,845 mg Substanz = 0.0248 g Molybdat . . . 4,59°, 
6.990 ,, s 0,0222 g - ce «~ SR 
Mittel: 4,60°,, P. 
P:N 


Gef.: 1: 2,670; 


ber.: 1: 2,597. 
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Il. Reinigungsversuche an Hefenucleinsiure. 


Wir kennen bisher kein spezifisches Fallungsmittel fiir Nuclein- 
aure. Die Fallbarkeit durch Alkoho] teilt sie mit einer Reihe hoch- 
molekularer Begleitstoffe, von denen sit nur schwer befreit werden 
kann. Zur Identifizierung dient das Verhaltnis P: N = 1: 1,70, des 
Nachweis der hydrolytischen Spaltprodukte und schlieBlich wohl auch 
lie Elementaranalyse. Nach Levenes grundlegenden Untersuchungen (7) 
kommt der Hefenucleinséiure die Formel Cy,H4yOQg9Ny,P, zu. Danach 
enthalt sie 16,1°, N und 9,52°, P. Die Hefenucleinsaure ist ein Handels- 
produkt. Die Analysen desselben befriedigen sehr wenig. Wir trockneten 
lie Substanz 4 Stunden im Vakuum bei 100° und fanden dann bei 
einem Praparat von Boehringer P = 644%, N = 13,69%, P:N 

1:2,12. Mercksche Piaparate ergaben im Mittel P = 7,52°,, 
N = 14,06°,, P: N = 1: 1,87. Ein Praparat dieser Firma, mit dem 
Steudel (8) arbeitete, enthielt P = 6,95°,, N = 12,40°,. Die Firma 
selbst gibt auf der Flaschenetikette fiir ihre Nucleinséure die Forme! 
(x9 Hyg Nyg Pg Ong an. Diese verlangt 9,01 °, P, 17,63°, N. Fiir Hydrolysen- 
versuche mégen diese Reinheitsgrade wohl geniigen, doch muf man 
yegen die Verwendung solcher Praparate Bedenken hegen, wenn sie 
als Ausgangsmaterial fiir quantitative Bestimmungen des Purin-N 
z. B. dienen. 

Unsere Untersuchungen waren darauf gerichtet, die kaufliche 
Nucleinsiure mit méglichst geringen Verlusten za reinigen. Uber die 
Art der Verunreinigung ist nichts Naheres bekannt. Altere Praparate 
enthielten wohl meist noch EiweifB, und Levene und Jacobs (9) reinigten 
sie fir ihre Hydrolysenversuche durch Lésen in heiBem Wasser und 
Fallen mit viel Eisessig. Die von uns untersuchten Praparate waren 
‘tets frei von EiweiB. Die Biuretprobe selbst in der verfeinerten Form 
von Osborn, wie sie Coghill beschreibt, war immer negativ (10). Auch 
die Reinigung durch Lésen der Nucleinséure in wenig Ammoniak und 
Fallen mit Eisessig erhéht den P-Gehalt nicht wesentlich. Levene und 
La Forge (11) reinigten so die mit der Hefenucleinséure wahrscheinlich 
identische Tritikonucleinséure und erhielten Praparate mit 7,94°, P- 
und 0,8°, NH,-Gehalt. Uns gelang es ebensowenig, auf diese Weise 
P-Werte tiber 8°%, und ammonsalzfreie Praparate zu erzielen. Am 
aussichtsreichsten schien uns eine Reinigung tber eine der oben 
dargestellten Alkaloidverbindungen. Das Brucinsalz eignet sich da- 
zu am besten, da es der Analyse nach den gréBten Reinheitsgrad 


gewahrleistet. 

Methodik A: Man lést das Brucinsalz in heiBem Wasser unter 
Zusatz weniger Tropfen Ammoniak, |aBt erkalten und gieBt die klare 
Lésung in Eisessig. Alkoholzusatz zum Eisessig verbessert die Aus- 
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beute. Man zentrifugiert und wascht zunichst mit Eisessig-Alkoho 
dann mit Alkohol und schlieBlich mit Ather. Eine Probe der gereinigte) 
Saure darf sich beim Befeuchten mit konzentrierter Salpetersaun 
nicht mehr rotbraun verfirben (Brucinfreiheit). SchlieBlich trockn« 
man im Vakuum bei 100°. Ausbeute 80°, der Theorie oder 30 bis 40° 
des angewandten Handelsproduktes. 


Derart gereinigte Praparate zeigen folgende Analysenwerte: 





Nr. P N ren 
9.37 16,37 . 
I ce 1: 1,76 
9,24 16,35 
9,01 15,85 
I i 1:1,76 
9,05 15,82 
9,09 15,97 
Il ne 1:1,74 
9,12 15,77 


Zur Riickgewinnung des Alkaloids fallt man das Brucin aus den 


Mutterlaugen und Waschfliissigkeiten mit Ammoniak. Der Nieder- 
schlag wird abgesaugt, in Alkohol gelést, filtriert und die klare Lésung 
in Wasser gegossen. Das jetzt ausfallende Brucin kann nach dem Ab 
saugen ohne weiteres wieder verwendet werden. 


Methodik B: Diese Reinigung der Hefenucleinsaure setzt die Da: 
stellung des Brucinsalzes, verbunden mit einer Reinheitskontrolle durch 
eine CH,O-Bestimmung voraus. Versuche, diese Methodik etwas ab- 
zukiirzen, veranlaBten uns noch, eine andere Reinigungsméglichkeit zu 
iiberpriifen. Bei Veresterungsversuchen an Hefenucleinsaéure fande1 
wir, daB sich diese in der Kalte leicht in sirupéser Phosphorsaure lést 
ohne daB Spaltung eintritt. Beim EingieBen der Lésung in Wasse: 
Kisessig oder Alkohol fallt die Nucleinsiéure wieder aus. Es gelingt 
nun, durch zweimaliges Umlésen mit Phosphorséure fast so reine 
Priparate zu erhalten, wie sie die Reinigung tiber das Alkaloidsalz 
liefert. Aus der Lésung des nucleinsauren Na fallt man die Nuclein 
sdure zunadchst mit verdiinnter Phosphorséure, wobei man durch Riihre: 
den Niederschlag zerteilt und die Bildung gréBerer schwer léslicher 
Klumpen verhindert. Diese Fallung bringt man dann durch vor 
sichtigen Zusatz von sirupéser Phosphorséure wieder in Lésung. Man 
gieBt in eine Mischung von Eisessig und Alkohol (3: 1) und zentrifugiert 
den entstandenen Niederschlag ab. Nach Auflésen dieser ersten Fallung 
wiederholt man die ganze Operation noch einmal. SchlieBlich wascht 
man auf der Zentrifuge mit 30°, Alkohol frei von Phosphorséure 
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Nr I N P:R 
9,18 16,35 
| 1: 1,80 
9.00 16,42 
8.91 15,93 -* 
Il im heal 1:1,79 
S41 15,76 
8.94 15,70 = 
III 1:1,76 
9,00 15.89 


Ausbeute 40 bis 50°, des Handelsproduktes. Der P- und N-Gehalt 


derart gereinigter Praparate findet sich in vorstehender Tabelle. 


Ill. Puringehalt. 


Als Standard fiir die Purinbasenbestimmung gilt die von Kriiger 
und seinen Mitarbeitern eingefiihrte Methodik: Durch Kochen mit 
verdinnter Schwefelsiure werden die Purinbasen abgespalten und bei 
schwach essigsaurer Reaktion durch ein Gemisch gleicher Teile 10°, igen 
Kupfersulfats und 30°,iger Natriumbisulfitlésung niedergeschlagen. 
Diese Arbeitsweise wurde in den letzten Jahren wiederholter Kritik unter- 
zogen. Kollmann (12) fand in diesem Laboratorium mit kombinierte1 
Cu—Ag-Fallung durchschnittlich nur 70 bis 80°, des erwarteten 
Purin-N. Alders (13) bestatigt diese Angaben: ,,Die Methode Kriiger- 
Schittenhelm gibt somit jedenfalls zu geringe und nicht konstante Werte.“ 
Assenhajm (14) iiberpriifte die Methodik nochmals an Handelspraparaten 
der Hefenucleinsiure (Merck, Boehringer) und erhielt bei doppelter 
Cu-Fallung nur 6,6°,, Verlust an Purin-N, wahrend die kombinierte 
Cu—Ag-Fallung 81 bis 83°, Purin-N, also ahnliche Werte wie bei 
Kollmann und Alders gab. 

Ohne auf die Anwendbarkeit der Ariigerschen Methodik bei Purin- 
bestimmungen in Nahrungsmitteln und Stoffen mit gréBerem Eiweib- 
ballast naiher einzugehen, sind wir doch der Ansicht, daB sie bei reinsten 
Nucleinsaurepraparaten brauchbare Werte liefern miuBte, voraus- 
gesetzt, daB man durch schonende Hydrolyse sekundare Zersetzungs- 
reaktionen vermeidet. Wir fiihrten daher an unseren gereinigten Pra- 
paraten und vergleichsweise auch an Merckscher Nucleinsdure eine 
Xeihe von Purin-N-Bestimmungen durch. Hydrolysiert wurde mit 
21/,°>iger Schwefelsaure, die durch 4 Stunden eben in leichtem Sieden 
gehalten wurde. Die Handelspraparate zeigten dabei reichlich Humin- 


bildung, wahrend bei den gereinigten nur eine Gelbfarbung auftrat. 
Zur Fallung bedienten wir uns der einmaligen Cu-Bisulfit-Methode. 
Die Resultate folgen nachstehend: 
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Mercksche Nucleinsaure. 











Verwendete Mengen Purin-N in g 
Nucleinsdure 9 
g berechnet gefunden 

0,9874 0.1062 0,0969 91,35 
1,0058 01081 0,1043 96,56 
1,0574 0.1136 0.1076 94,82 

Mittel: 94.3 

Gereinigte Praparate. 
Verwendete Mengen Purin-N in g 
Nucleinséure - 
g berechnet gefunden 

0,2379 0,0256 0,0258 101,18 
0.3214 0.0345 0,0346 100,20 
0,2270 0.0244 0,0238 97,60 
0,3363 0,0361 0,0361 100,00 
0,5064 0.0544 09,0542 99,66 
0,2649 0,0285 0.0272 95,44 
0,2355 0,0253 0,0249 98,58 
0.2788 0,0300 0.0305 101,70 

Mittel: 99,50 


Bei Handelspraparaten der Hefenucleinséure gelingt es im Einklang 
mit den Befunden Assenhajms, durch einmalige Cu-Bisulfitfallung im 
Mittel nur 94°, des Purin-N zu erfassen. Gereinigte Praparate jedoch 
liefern so fast 100°, des erwarteten Purin-N. 


Zusammenfassung. 

1. Aus der Hefenucleinsiure wurden Verbindungen mit Alkaloiden 
hergestellt. Sie enthalten unter Zugrundelegung der Leveneschen 
Formel auf 1 Mol Nucleinsiure je 2 Mole Chinin, 2 Mole Chinidin 
4 Mole Brucin und 4 Mole Strychnin. 

2. Aus Handelspraparaten der Hefenucleinséure kann die reine 
Verbindung erhalten werden: 

a) Durch Reinigung auf dem Umwege iiber das Brucinsalz. 

b) Durch schonende Lésung in konzentrierter Phosphorsaure und 
Fallung mit Eisessig-Alkohol. 

Handelspraparate enthalten 6,5 bis 7,5°%, P und 12,4 bis 14°, N. 
Unsere gereinigten Substanzen enthalten im Mittel 9,06°, P und 
16,01°% N, wahrend die Levenesche Formel 9,52°, P und 16,1°, N 
erfordert. 


3. Es war friiher nur ausnahmsweise gelungen, bei Hydrolyse von 
Nucleinsiurepraparaten die theoretische Ausbeute an Purinbasen-N zu 
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alten. Wir fanden bei den Analysen einer Reihe gereinigter Praparate 
des theoretischen Wertes. 


4 bis 101.7, im Mittel 99,5°, 


Wir sind der ,,Ella Sachs-Plotz-Foundation for the advancement of 
ntific Investigation’: in Boston zu gréBtem Dank verpflichtet., da_ sic 
is die Ausfiihrung dieser und anderer noch unvollendeter Untersuchungen, 
elche insbesondere die Zellkerne von Vogelerythrocyten betreffen, durch 
nschaffung einer groBen Zentrifuge fiir das hiesige Institut ermédglichte 
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Beitriige zur Kenntnis der quantitativen Zusammensetzung 
des Knorpelgewebes'. 






Von 


Walter Winter. 







(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Wiener Universitat.) 






(Eingegangen am 4. Februar 1932.) 









Wahrend das im Wirbeltierreich allgemein verbreitete Knorpe! 
gewebe qualitativ weitgehend erforscht scheint (Mérner?, Schmiedeberg®, 
Orgler und Neuberg*, Sadikosf*®, Hebting® Levene? u.a.), finden sich in 
der Literatur kaum genauere Daten iiber dessen quantitative Zusammen 







setzung. Daher versuchte der Verfasser, einer Anregung von Professo: 






O. Firth folgend, durch nachstehende Untersuchungen dariiber Naheres 






zu erfahren. 






EKinen Haupt bestandteil des Knorpels bildet die Chondroitinschwefel- 
siure; ihre Konstitution scheint durch Levene und La Forge™ vollig 
geklart zu sein, und die Ansichten, welche diese Forscher in ihren 
















Publikationen begriinden, sind heute im allgemeinen anerkannt. Kinzig 
W. Sawjalow® stellte sich durch seine Veréffentlichungen neuere: 
Datums in fundamentalen Gegensatz zu Levene. Im folgenden seien 
seine Ansichten kritisch dargelegt. 


' Gekiirzte Wiedergabe einer Inaugural-Dissertation: W. Winte: 
,, Studien iiber die quantitative Zusammensetzung des Knorpels. Eidge1 
techn. Hochschule, Ziirich 1931. 
* Skand. Arch. f. Physiol. 1, 120, 1889. 
Arch. f. exper. Pathol. 28, 355, 1891. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 87, 407, 1903. 
Ebendaselbst 39, 411, 1903. 
Diese Zeitschr. 638, 352, 1914. 
J. f. biol. Chem. 15, 69, 155, 1913; 18, 123, 1914; 20, 433, 1915 
Proc. Nat. Acad. Se. 1, 190, 1915. 

8 Zeitschr. f. physiol. Chem. 126, 219, 1923. Sawjalow und Jan 
schewsky, Jahrb. d. Univ. Sofia 1927. Sawjalow u. Milowanoff, Arch 
f. Farm. sper. 47, 1929. 
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Der Autor kommt zu dem SchluB, Chondrosin set ein Ester aus 
utidincarbonsdure und Chitose. Er stellt dafiir folgende Forme! auf: 


HOHC — CHOH 


CO—O — CH,—HC HC—CHO 
0 


HC C—C Hg 


Die Teilnahme der Chitose am Aufbau des Chondrosins wird wie folgt 
hegriindet : 

Sawjalow konstatierte, 1. daB beim Kochen von Chondrosin mit Baryt- 
wasser Chitonsaure gebildet wird, welche als Cinchoninsalz analysiert wurde, 
2. daB aus Chondrosin durch Erwirmen mit Salpeterséure Isozuckerséure 
erhalten wird, 3. daB nach mehrstiindiger Hydrolyse von Chondroitin- 
schwefelsaiure (nach Oddi! hergestellt) sich Chitose-Tribenzoat gewinnen 
laBt. 

Auf Grund dieser Festellungen und der Tatsache, daB seine Bemiihungen 
zum Nachweis von Glucosamin fehlgeschlagen sind. behauptet der Ver- 
fasser, daB nicht Glucosamin, sondern Chitose den einen Teil des Chondrosins 
bilde. 

Selbst abgesehen von der Tatsache, daB Levene 15 Jahre vorher das 
Vorkommen einer Aminohexose im Molekiil der Chondroitinschwefelsaéure 
eindeutig bewiesen hat, scheint uns die Beweisfiihrung Sawjalows nicht 
iiberzeugend. Wir halten vielmehr dafiir, daB die Chitose sich stets sekundar 
aus der Aminohexose gebildet habe, denn Chitose entsteht bekanntlich 


unter mannigfachen Bedingungen aus Glucosamin. Uber Chitose als 
Zwischenprodukt haben sich wahrscheinlich auch die Chiton- und _ Iso- 
zuckerséiure aus der Aminohexose gebildet. Wir sehen also hier keine 


Veranlassung von der Ansicht Levenes abzuweichen. 

Was nun die zweite, viel weiter gehende Behauptung Sawjalows an- 
langt, namlich das Vorkommen von Lutidincarbonsdure als Bestandteil des 
Chondrosins, so finden sich in den zitierten Publikationen so gut wie keine 
Beweise dafiir. . 

Der Autor sagt wiederholt, daB beim Behandeln von Chondrosin mit 
iiberschiissigem Barytwasser eine Base C;H,gN in Loésung bleibe (leider 
sind auch hier nirgends Ausbeuten angegeben). Nun wird auf unverdéffent 
lichte Untersuchungen hingewiesen, die ergeben haben sollen, daB_ bei 
trockener Destillation von Chondroitinschwefelsiure oder von Trocken- 
knorpel mit Kalk ein Destillat erhalten wurde, aus welchem Lutidin durch 
fraktionierte Destillation gewonnen wurde, das sich mit Sublimat und 
Platinchlorwasserstoffsiure zu kristallisierten Verbindungen umsetzte. 

Irgendwelche analytische Belegzahlen oder Ausbeuteangaben fehlen, 
ja es ist nicht einmal zu ersehen, ob die Identitat jener Base C,H, N, welche 
bei etwas milderer Behandlung gewonnen wurde, mit dem Lutidin der 
trockenen Destillation festgestellt wurde. Es ist naimlich zu beriicksichtigen, 


' Arch. f. exper. Pathol. 38, 376, 1894. 

















12 W. Winter: 


da8 im trockenen Destillat von reiner Gelatine Pyridinhomologe auftreten 
so daB das Erscheinen geringer Mengen von Pyridinderivaten bei trocken: 
Destillation von Knorpel nicht durch eine so weittragende Theorie erklir 
werden miiBte. 

Wenn auch Sawjalow zugibt, daB die Struktur der Lutidin-Carbonsau: 
noch nicht bestimmt sei, so halten wir dafiir, daB die angegebenen Tat 
sachen nicht geeignet seien, die Existenz eines Pyridinringes im Molekii 
der Chondroitinschwefelséure auch nur wahrscheinlich zu machen. 

Wir haben trotzdem folgenden Versuch angestellt, der zeigen so! 
daB bei Behandlung des Knorpels mit Barytwasser im Destillat keine wesent 
lichen Mengen einer anderen Base als Ammoniak auftreten : 

5g Knorpeltrockensubstanz (s. 8.13) wurden mit iiberschiissigem, stark 
ibersattigtem Barytwasser in vorgelegte titrierte Salzséure destilliert 
bis das Ubergehende neutral war. Bei nachfolgender Destillation mit aut 
150 bis 170° iiberhitztem Wasserdampf gingen keine Basen mehr iibe: 
was durch Zuriicktitrieren der vorgelegten Salzsaure festgestellt wurde 
Bei dieser Behandlungsweise miiBte eventuell vorhandenes Lutidin in da- 
Destillat iibergehen*. Das Destillat wurde nach der Titration mit Natron 
lauge alkalisch gemacht und das frei gewordene Ammoniak mittels eines 
etwa 12 Tage lang durchgeleiteten Luftstromes ausgetrieben. Die Luft 
passierte erst eine Reinigungsflasche, darauf das alkalische Destillat, dann 
eine Waschflasche mit vorgelegter Saure von bekanntem Titer und zun 
SchluB eine Kontrollflasche. 

Die Vorlage wurde nach 1 bis 3 Tagen jeweils gewechselt und die 
Menge ausgeliifteten Ammoniaks durch Zuriicktitrieren der Saure be 
stimmt. Nach etwa 12 Tagen ging nichts mehr iiber. Es ergab sich nun. 
daB auf diese Weise fast alle Base, die im Destillat gefunden worden war. 
sich entfernen lieB, so daB héchstens unbedeutende Mengen einer anderen 
Base als Ammoniak vorliegen kénnen. Wenn auch alles Restliche Lutidin 
wire, so ware die so zu errechnende Menge nicht annadhernd von derselben 
GréBenordnung, wie die nach der Sawjalowschen Theorie aus 5g Knorpe! 
zu erwartende. 

Wir halten also auf Grund vorstehender Betrachtungen die Theor: 
von Sawjalow iiber die Konstitution des Chondrosins nicht siir gentigend 
gestutzt. 

Bei unseren Untersuchungen gingen wir von folgender Arbeits- 
hypothese aus: Der Knorpel besteht chemisch aus drei Bestandteilen, 
namlich Glutin, Chondroitinschwefelsdure und Asche. Wir kiimmerten 
uns also vorlaufig nicht um das gelegentlich gefundene ,,Albumoid*, 
welches Moérner als Bestandteil des Knorpels nur der ausgewachsenen 
Tiere beschrieb, in der Annahme, daB es héchstens einen sehr geringe! 
Teil des Knorpels ausmachen kann. 

Aus der Literatur geht hervor, daB es nicht méglich ist, die Chondro 
itinschwefelsaure quantitativ und intakt zu extrahieren. Die Saur 
oder wenigstens der gréBte Teil derselben scheint an das Glutin ge 


| Weidel u. Ciamecan, B. IBA, 85, 1880. 
2 e. f. Ahrens u. Gorkow, ebendaselbst 37, 2062, 1904. 
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inden zu sein, und der Eingriff, der zur Spaltung dieser Bindung 
btig ist, greift auch immer zugleich die Chondroitinschwefelsdiure an. 
daher wurde von vornherein auf Versuche, die auf Extraktion beruhen, 
-erzichtet; wir trachteten vielmehr die Komponenten im gelésten 
i\norpel mit Hilfe spezifischer Eigenschaften zu bestimmen. 


Fir das Glutin wurde hierfiir der Gesamtstickstoffgehalt und der 
Stickstoffgehalt der basischen Aminosduren benutzt, tiber welche in der 
Literatur geniigend Daten vorliegen. 


Beziiglich der Chondroitinschwefelsdure haben wir uns auf die 
\rbeiten von Levene gestiitzt, und es ergab sich im Verlaufe vorliegender 
Untersuchungen, daf die Resultate sich am besten mit den Vorstellungen, 
die der genannte Autor von der Konstitution der Chondroitinschwefelsdure 
entwickelt hat, vereinbaren lassen. Ihnen folgend ergeben sich eine Reihe 
von Eigenschaften fiir den Knorpel, deren quantitative Untersuchung 
Schliisse auf die darin vorhandene Menge Chondroitinschwefelsaure 
zulaBt, namlich Schwefel-, Stickstoff-, Glucosaminbestimmung, Abspaltung 
von Essigsdure, Furfurol und reduzierender Substanzen. Die Schwierig- 
keiten liegen dann im Ermitteln der Bedingungen, unter welchen diese 
Faktoren quantitativ meBbar in Erscheinung treten. 


Beschreibung der Versuche. 
1. Behandlung des Materials. 


Als Ausgangsmaterial wurden Nasenscheidewande des Schweines 
verwendet. Diese befreite ich mit dem Messer vollstandig von Knochen- 
resten und fleischigen Hauten; dann wurden die feinen, durchsichtigen 
Haute, die unmittelbar auf der Knorpelsubstanz liegen, abgeschabt. 
Um die miihsame und zeitraubende Arbeit etwas zu erleichtern, ist 
es sehr vorteilhaft, die einzelnen Scheidewande ganz — unzerschnitten 
in der Hand zu haben. Erst jetzt wurden die Wande zerschnitten und 
mit dem Wiegemesser ganz fein zerhackt. Die so zerkleinerte Masse 
lieB ich mehrere Tage im Wasser liegen, welches wiederholt gewechselt 
wurde, um das Blut, das sich an einzelnen Stellen im Innern der Scheide- 


winde befindet, auszuwaschen. Dann wurde abgesiebt am besten 
durch ein nicht allzu dichtes Tuch — und die Substanz in einer ge- 


raumigen Porzellanschale bei 105° getrocknet. Bei dieser Temperatur 
nimmt das Trocknen von 50 bis 60g Substanz (trocken) allerdings 
einige Tage in Anspruch, aber bei héherer Temperatur tritt sehr leicht 
Zersetzung ein, was sich an der Dunkelfarbung der Substanz und dem 
widerlichen Geruch von Zersetzungsprodukten erkennen laBt. Die 
Masse darf héchstens wenig hellbraunlich gefairbt sein. Sie wird bis 


zur Verwendung im Exsikkator aufbewahrt. 
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2. Bestimmung des Schwefels. 


a) Gesamtschwefel. 
Die Bestimmungen erfolgten nach der Methode von Asboth! mit Ei: 
wagen von 0,5 bis 0,7 g. 
Gefunden: 3,34°, 
3,31°,, | 3,29°,, der Trockensubstanz sind Schwefel. 
3,219. 


b) Abspaltbarer Schwefel. 


Kine gewogene Menge Knorpeltrockensubstanz wurde am Riickflul 
kiihler mit Salzséure erhitzt. Maximale und konstante Werte ergaben sich 
bei Verwendung von konzentrierter Séure. Nach der Hydrolyse wurd 
filtriert und im Filtrat das Sulfation in iiblicher Weise mit Bariumchlorid 
bestimmt. Einwagen 1,5 bis 2,0 g. 

Gefunden: 2,71°, 

2,59 ° -— 1m , 

2 490° 2,55 °, der Trockensubstanz sind abspaltbarer 
Page 4s Schwefel. 

2,45 %, 

2,58, 


3. Stickstoffbestimmungen. 
a) Gesamtstickstoff. 

Die Bestimmungen wurden nach Kjeldahl vorgenommen, zwei nach 
der gewohnlichen alteren Methode, eine nach der Modifikation fiu 
Mikrobestimmungen nach Parnas-Wagner*. Als Indikator gelangte 
Methylrot zur Anwendung. 


Makroeinwagen etwa | g. Gefunden: 8,78°., bzw. 8,94°., Stickstofft. 
Mikroeinwage .. 10mg. ~ : 8,92°,, Stickstoff. 


Mittelwert: 8,8S8°,, Gesamtstickstoff. 


b) Locker gebundener Stickstoff. 

Der Trockerknorpel wurde durch mehrstiindiges Kochen in vet 
dannter Salzsaure (etwa 3°% ig) in Lésung gebracht, die Flissigkeit 
bis zur schwachsauren Reaktion mit Natronlauge versetzt und mit 
Magnesia im Kjeldahl-Apparat destilliert. Einwagen etwa 3 g. 

Gefunden: 1,20°, ) 1,26°,, der Knorpelsubstanz oder 14,19°,, des 

L230 % Gesamtstickstoffs sind locker gebundener 
1,28), Stickstoff. 

In diesem Zusammenhang wurde untersucht, ob Glucosamin unter 

den gleichen Bedingungen solchen ,,lockeren‘ Stickstoff abzugeben 


' Chem.-Ztg. 19, 2040, 1895. 
2 Siehe Pregl, Die quantitative organische Mikroanalyse. 3. Aufl., 
S. 120ff. 1930. 
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mag: Es ergab sich, daB dabei etwa ein Drittel des Glucosamin- 

kstoffs zur Abspaltung gelangen kann. DaB bei unserem Versuch 

ade ein Drittel des gesamten Glucosaminstickstoffs abgespalten 

rden ist, mag an der zufallig gegebenen Konzentration und Alkalinitat 
velegen sein. Noch nicht veroffentlichte Versuche aus dem Laboratorium 
von Prof. E. Winterstein! in Ziirich haben ergeben, daB die auf diese 
Weise aus dem Glucosamin in Freiheit gesetzte Stickstoffmenge in 
weitgehendem Mae von der Konzentration und Alkalinitat der Lésung 
ibhangt. 

c¢) Glutin-Stickstoff. 


10,0 g Knorpeltrockensubstanz wurden wahrend 24 Stunden durch 
Kinlegen in sehr verdiinnte Salzséiure zur Quellung gebracht und dann 
im Dialysiersack so lange gewaschen, bis die saure Reaktion ver- 
schwunden war. Das Produkt kochte ich am RiickfluBkiihler etwa 
20 Stunden mit Wasser, wobei sich eine braunliche Lésung (,,Chondrin- 
losung*‘) bildete. 

Es blieben 0,70 g ungelést. Dieser Riickstand war dunkel gefarbt, 
getrocknet feinkérnig und lieB kleine Faserchen erkennen. 

Die Lésung wurde auf 500 ccm gebracht. Sie reagiert wie folgt auf 
KiweiBfallungsmittel: Mit Trichloressigsdure keine sichtbare Reaktion, 
mit Phosphorwolframsdure starke Triibung. die mit Saéure flockt und sich 
n Lauge lést (im Filtrat davon .Wolisch-Reaktion positiv, und zwar rot- 
violetter Ring und unter diesem Griinfarbung); mit Alkohol-Aceton sparliche 
Tritbung; mit Tannin Flockung ; mit wasseriger Pikrinsdure dichte Triibung, 
mit alkoholischer Niederschlag, im UberschuB léslich; mit Sublimat geringe 
Triibung, auf Zusatz von Saure oder Kochsalz kein Unterschied; mit 
Verkurinitrat und -acetat voluminése Niederschlage; mit Quecksilbersul fat, 
ebenso mit Kupferacetat keine sichthbare Reaktion; mit Bleiacetat Nieder- 
schlag, dagegen mit Aaliumferrocyanid Essiqsdure keine sichtbare Re- 
aktion. Reaktion von Molisch stark positiv 

Gesamtstickstoff der Chondrinlésung: Zweimal je 2 ccm der Lésung 
wurden verascht und das Ammoniak im Parnas-Wagner-Apparat 
iiberdestilliert. 

Gefunden: 0,00312 bzw. 0.003109 Stickstoff; d.h. 7,78°, der 
l'rockensubstanz sind Stickstoff der loslichen N-haltigen Substanz. 

Die Bestimmung des Glutinstickstoff{s fihrte ich nun wie folgt aus: 

Zweimal je 25cem der Chondrinlésung wurden bei stark salz- 
saurer Reaktion mit Phosphorwolframsaure (konzentrierte Lésung in 
Wasser) gefallt, die Niederschlage auf gehartete Filter abgesaugt, sehr 
griindlich ausgewaschen mit einer Waschfliissigkeit, die aus Wasser 
mit etwas salzsaurer Phosphorwolframsaurelésung bestand. (Die Unter- 


! Private Mitteilung von Prof. BE. Winterstein. 
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suchung der Filtrate s. sub d.) Die Niederschlage brachte ich dann sani 
Filter quantitativ je in einen Kjeldahl-Kolben und spiilte Anhaftend:. 
von der Nutsche nach. Dann wurde wie iiblich verascht und das 
Ammoniak im Destillat titrimetrisch bestimmt (Methylrot). 


Gefunden: 0,03368 bzw. 0,03400 g Stickstoff. Der Trockenknory: 
enthalt demnach 6,77°,, Glutinstickstoff. 


d) Chondroitinstickstoff. 


Die Stickstoffbestimmung in dem Filtrat der Phosphorwolfram- 
saurefallung der Chondrinlésung erfolgte so, daB je 2 ccm der auf 100 cen 
verdiinnten Filtrate nach der Mikro-Kjeldahl-Methode untersucht wurden 


Gefunden: 0,000132 bzw. 0,000132 g Stickstoff. Der Troeken 
knorpel enthalt demnach 1,32°,, Chondroitinstickstoff. 


Um dariiber Klarheit zu gewinnen, eb sich im Filtrat der Glutinjdllu 
tatsdchlich Chondroitinschwefelsdure befindet, wurden folgende Unter: 
suchungen vorgenommen: Von etwa 20g Knorpel wurde eine Chondrin 
lésung hergestellt (s. S. 15). Es war fiinftagiges Kochen mit Wasser und 
zweimaliges Quellen in Salzsiure nétig. um die Hauptmenge in Lésung 
zu bringen. Auch ist die Verwendung eines sehr geraiumigen Kolbens gx 
boten, da die Lésung stark st6Bt. DaB dabei Verluste durch festes An 
kleben von fortgestoBenen Knorpelteilchen in den oberen Teilen der (G: 
faBe eintreten, kann wohl schwerlich ganz vermieden werden. 

Die braune Lésung wurde salzsauer mit Phosphor-Wolframsaure ge 
fallt, der Niederschlag nach 3 Tagen abgesaugt, das Filtrat durch vie 
maliges Ausschiitteln mit Ather-Amylalkohol (1: 1) von der iiberschiissige: 
Phosphor-Wolframsaure befreit. was durch Ausbleiben der Blaufarbung 
mit wasseriger Harnsiure konstatiert wurde. Dann dampfte ich auf den 
Wasserbade auf 1000 cem ein. 

a) Abspaltbarer Schwefel: 50 cem der Chondrinlésung wurden auf den 
Wasserbade eingedampft, der Riickstand in konzentrierter Salzsiiure aut 
genommen, in einen Rundkolben gespiilt und am RiickfluBkiihler 20 Stunde: 
mit konzentrierter Salzsiure gekocht. Nach Filtration wurde kochen« 
mit Bariumchlorid gefallt und das Sulfat wie iiblich zur Wagung gebracht 

Gefunden: 0,1573 bzw. 0,1559g BaSO,, d.h. 0,430 g abspaltbare: 
Schwefel pro 1000 cem. 

B) Freies Sulfation: 50cem der Lésung wurden direkt mit Barium 
chlorid versetzt und das ausgefallene Sulfat wie iiblich zur Wagung gebracht 

Gefunden 0,1139 g BaSO,. Das heiBt 72,76°., des Schwefels der Athe 
schwefelsdure sind schon bei der beschriebenen Herstellung der Lésung al 
gespalten worden. 

y) Reduktionsmessung (vgl. S. 19): Maximale Reduktion ergab sic! 
bei folgender Versuchsanordnung: 20 cem der Lésung wurden 2° ig sal 
sauer etwa 10 Stunden lang hydrolysiert und dann nach Bertrand gemesse1 


Gefunden (Mittelwert): 2,035 g Glucose pro 1000 cem. 


6) Gesamtstickstoff: 20 cem der Lésung wurden, um restliche Amin 
siuren auszufillen, mit Quecksilberacetat bei sodaalkalischer Reaktio: 
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ersetzt (dies erwies sich hier im Gegensatz zu den auf S. 15 ff. beschriebenen 
Versuchen als notwendig; offenbar wurden infolge des andauernden Kochens 
it Wasser einzelne Aminoséiuren aus dem Verband des Glutins gelést) 
>cem des auf 25 ccm gebrachten Filtrats wurden nach der Mikro-Aijeldah/ 
Methode analysiert. 

Gefunden (Mittelwert): 0,156 g Stickstoff pro 1000 ccm. 

e) Nach van Slyke bestimmbarer Sticksiof/': 40 cem der Lésung wurden 
»" ig salzsauer etwa 40 Stunden lang hydrolysiert, mit Quecksilberacetat 
osung und Soda bis zur schwachalkalischen Reaktion versetzt, filtriert 
ind auf 50 cem gebracht. Je zehn davon wurden im van Slyke-Apparat 
nalysiert. 

Gefunden: 0.00104 baw. 0.00101 g Stickstoff, doh. 0,128 ¢ Amino 
tickstoff pro 1000 cem. 

5) Glucosaminbestimmung (s. 8.20): 20cem der Chondrinlésung wurden 
Jig salzsauer iiber Nacht hydrolysiert, filtriert und auf 50 cem verdiinnt. 
Je 10 davon wurden nach Zuckerkandl-Messiner (s. unten) untersucht 

Gefunden: 2,3 bzw. 2,2 bzw. 2,5 mg Glucosaminchlorhydrat, d. h. 
0.485 g¢ freies Glucosamin pro 1000 cem. 

Auch ohne Hydrolyse war die Glucosaminreaktion stark positiv, 
ebenso auch ohne Acetvlierung. 

1) Optische Aktivitat: Sowohl die Chondrinlésung selbst als auch ihr 
Hydrolysat mit 5°,,iger Salzsiure wurden optisch aktiv, und zwar schwach 
rechtsdrehend befunden. Die Drehung wurde nach Hydrolyse mit stiarkeren 
Sauren schwacher und schlieBlich Null. Die Messungen wurden nach Aus 
fallung restlicher Aminoséuren mit Quecksilberacetat und nur bei stark 
sauren Hvdrolysaten nach Entfarben mit Tierkohle ausgefiihrt. 


e) Riickstandstickstoff. 


7°, der Trockensubstanz blieben bei der Herstellung der Chondrin- 
lésung ungelést (s. 8.15). In diesem Riickstand wurde der Stickstoff 
nach der Mikro-Kjeldahl-Methode bestimmt. Einwage 3 bis 5 mg. 
Mittel: 19,66°., des Riickstandes oder 1,37", 
des Trockenknorpels sind Riickstand 
Stickstoff. 


Gefunden: 19,39°, 
20,02°,, 


f) Glutinbasenstickstoff. 


Die durch Phosphorwolframsaure fillbare Stickstoffsubstanz des 
Knorpelglutinhydrolysats wurde wie folgt bestimmt: Der Knorpel 
kochte am RiickfluBkiihler 20 bis 30 Stunden mit konzentrierter Salz- 
siure. Das Hydrolysat wurde nach Filtration unter vermindertem 
Druck bei etwa 60° eingedampft, in Wasser gelést und wieder ebenso 
zur Trockene konzentriert. Dann wurde in Wasser aufgenommen, 
filtriert und mit heiBem Wasser gut nachgewaschen. Das Filtrat ver- 
setzte ich bis zur schwachsauren Reaktion mit Natronlauge und destil- 
lierte mit einem UberschuB von Magnesia, bis kein Ammoniak mehr 


1 Siehe z. B. Houben, Bd. 4, 2. Aufl., 8. 463. 
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iiberging, was ich durch Titration von vorgelegter Saure feststellt 
Der Rickstand wurde filtriert und auf 200 ccm gebracht. Je 50 cen 
davon wurden mit 10 ccm Wasser versetzt, mit etwas konzentriert: 
Salzsaure angesduert, konzentrierte Phosphorwolframsaurelésung 21 
gegeben (Vermeidung eines allzu groBen Uberschusses durch Tiipfe|: 
gegen Chininlésung) und 2 Tage lang stehen gelassen. Letzteres erwit 
sich, wie die Vorversuche ergaben, als unumganglich notwendig, da 
sich sonst immer noch nachtraglich Niederschlag absetzt, der Stickstoft 
enthalt. 


Grefunden: 1,846", 
1.752% | 1.S80° der Trockensubstanz sind Glitinbasen 
1,803 °, stickstoff. 
1,791 %, | 


#4. Bestimmung fliichtiger Sdure. 

Die Kinwage wurde mit etwa 5° iger Salzsaure oder Schwetfel 
saure hydrolysiert. Diese Aziditaét ergab Maximalwerte. Sowohl bei 
Verwendung von wesentlich verdiinnterer als auch konzentriertere: 
Saure resultierten kleinere und inkonstantere Resultate. Das Hydrolysat 
wurde der Wasserdampfdestillation unterworfen, bei salzsaurer Hydro 
lyse nach Neutralisation und Ansaéuern mit Phosphorsaéure. Das Destillat 
wurde unter Verwendung von Phenolphthalein als Indikator titriert 

Den Nachweis, daB sich im Wasserdampfdestillat Essigsdure | 
findet, erbrachte ich auf folgende Weise: 

Etwa 6g Knorpel wurden 15 Stunden lang hydrolysiert. Das 
Wasserdampfdestillat davon neutralisierte ich mit Lauge durch Tiipfeln 
auf Lackmuspapier und dampfte bis auf ein kleines Volumen ein 
Genau neutral wurde mit Silbernitrat in konzentrierter Lésung gefialli 
der Niederschlag mit Alkohol gewaschen und aus Wasser mehrmal- 
umkristallisiert. 

Glinrtickstand: gefunden... .......... +. +. 64,59% 

Fiir Silberacetat berechnet ............ . 64.64% 


Die Bestimmungen der gesamten fliichtigen Saure: 
Gefunden: 100g Knorpel liefern: 
1139,9 cem 
1136,3 | 
1100,0 ,, } 1133,lecem n/10 fliichtige Sdure. 
1156,3 _,, | 
iae,E 4s 
Die Einwagen betrugen 2,5 bis 3g, die Hydrolysenzeiten 16 bi- 
94 Stunden. 
In dem Destillat befindet sich auBer Essigsiure noch Ameisen 
saure und zwar nur diese, was aus folgendem erhellt : 
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1. Es ist bekannt, daB aus Kohlenhydraten, insbesondere auch 
Glucuronsaure! und aus Glucosamin? durch Behandeln mit Mineral 

sure Ameisenséure entsteht. 

2. Das Wasserdampfdestillat besitzt die Fahigkeit, nach Konzen 
tration bei neutraler Reaktion aus Silbernitratlésung Silber abzuscheiden 

Daher muBte der Niederschlag von Silberacetat mehrmals umkristalli- 


siert werden. 

3. Das Wasserdampfdestillat besitzt die Fahigkeit, Kalium- 
permanganatlésung zu reduzieren. 

4. Die Silbersalze anderer, héherer Fettséuren sind schwer léslich, 
«» daB sie, wenn solche Sauren im Destillat enthalten waren, mit dem 
Silberacetat zusammen ausfallen wiirden. DaB dies nicht der Fall ist, 
dirfte durch vorstehende Silbersalzanalyse eindeutig bewiesen sein. 

Die Eigenschaft, Permanganat zu reduzieren, wurde zur quanti- 
tativen Bestimmung der Ameisenséiure verwendet ?: 

Hydrolyse (durchweg mit Schwefelsaiure etwa 5° ig) und Destil- 
lation wie bei der Bestimmung der gesamten fliichtigen Saure (s. 8. 18). 
Das Destillat wurde mit Soda in Substanz bis zur alkalischen Reaktion 
versetzt, erwarmt und mit n/1l0 Kaliumpermanganatlésung titriert. 
Meist ging das Zusammenballen des ausgeschiedenen Braunsteins 
trotz Wasserbadtemperatur nicht so glatt vonstatten, wie man nach 
der Vorschrift glauben méchte, sondern er blieb kolloidal gelést. Um 
den Endpunkt der Titration doch scharf erkennen zu kénnen, muBte 
diese vorher unterbrochen, die Lésung gekocht und eventuell filtriert 
werden. Dann erst war das Bestehenbleiben der Rotfarbung deutlich 
zuerkennen. In Vorversuchen hatten wir festgestellt, daB eine alkalische 
Natriumacetatlésung auch in der Hitze Kaliumpermanganat nicht zu 
entfarben vermag. Einwagen etwa 3 g. 

Geiunden: 100g Knorpel liefern: 


231.8 cem 
2340 ;, 232.7 com n/10 Ameisensdure. 


242,2 


5. Reduktionsmessung. 


Knorpelhydrolysate wurden filtriert, ihre Reduktionskraft nach 
Bertrand* gemessen und als Glucose berechnet. Die umfassenden 


Versuche ergaben, daB nur bei Anwendung von etwa 5° ,iger Saure 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 5, 388, 1881. 

2 Ebendaselbst 5, 387, 1881. 

3 Treadwell, Lehrbuch, 4. Aufl. 2, S. 481. 

' Siehe z. B. Barrenscheen und Willheim. .,Laboratoriumsmethoden 


der Wiener Kliniken“. S. 544. 
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und bei Hydrolysendauer von 20 bis 30 Stunden einigermaBen konstas:, 
Werte erreicht werden kénnen. Einwagen etwa 0,2 g. 


Gefunden: 20,7 °,, Glucose 


20.8 ° j 100 g Knorpel haben nach H ydrol ys 
91.29 ly po dieselbe Reduktionskraft wie 21,5 q 
29,990. n | ve 


Durch Zusatz von Zinnchloriir bei der Hydrolyse zur Verminderu: 
der Melaninbildung konnten keine héheren Werte gefunden werde: 


Alkalische Hydrolyse mit 3/,- bis 5°,igem Alkali ergab Wert: 
die mindestens fiinf- bis zehnmal niedriger waren als obige. 


6. Versuche zur direkten Bestimmung der Glucuronsdure. 

Die 'Trockensubstanz wurde im Fraktionierkolben mit et wa 20 °,ige: 
Salzsiure am absteigenden Kiihler destilliert, bis kein Furfurol meh 
iberging. Das Destillat versetzte ich mit Phloroglucin, lieB mindesten: 
12 Stunden stehen, filtrierte, wusch, trocknete und wog unter Luft 
abschluB. 

Trotz sehr zahlreicher Versuche waren auch nur annahernd kon 
stante Werte nicht zu erreichen: die Werte schwankten zwischen Nul! 
und den unten verzeichneten Maximalzahlen, ohne daB es mir gelungen 
ware, die Bedingungen dafiir aufzufinden. Anderung der Versuchs 
anordnung, insbesondere z. B. Salzsiuredestillation von Hydrolysaten 
ergab stets geringere oder gar keine Ausbeute an Furfurolphloroglucid 


Gefunden: 6.01°,, Glucuronsaure ! 
>) 
9,48 {v0 s° 
7.00°, 


) ”? 


7. Versuche zur Bestimmung des Glucosamins. 


Die Bestimmungsmethode von Zuckerkandl-Messiner® wurde fii 
Knorpelhydrolysate wie folgt angewendet: Knorpel wurde mit 5° ige 
Salzsiure iiber Nacht gekocht, das Hydrolysat nach Entfairben und Au- 
waschen der Tierkohle auf dem Wasserbade eingedampft, mit 5°, igen 
Natriummethylat verrieben, um das Glucosamin frei zu machen, und unte! 
Kithlung tropfenweise mit Essigsiureanhydrid acetyliert. Nach Verdiinne: 
mit Wasser wurden Alkohol und konzentriertes Alkali bis zur stark alk: 
lischen Reaktion zugesetzt, zwecks Ringbildung kurz aufgekocht und nac!} 
Abkiihlung mit Hhrlichs Reagens versetzt und die entstandene Farbuny 
nach 5 Minuten kolorimetrisch mit einer frisch bereiteten Standardlésung 
von Glucosaminhydrochlorid verglichen. Einwagen 0,25 bis 0.5 g. 


pad 


Gefunden: 


we 
4nd 
1,38° 7.5°,, Glucosamin. 
. 


1 Berechnung s. Lefévre u. Tollens, B. 40, 4513, 1907. 
2 Diese Zeitschr. 236. 19, 1931. 
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Lrite Bei Hydrolyse unter anderen Bedingungen ergaben sich stets un 
k ustantere und niedrigere Werte. 


Se 4 Ische hestimmu nd. 


Die Kinwage (0,2 bis 0,3. g) wurde im Porzellantiegel sehr langsam 
aber kleiner Flamme verbrannt. Nach erfolgter Absengung wurde starket 
erhitzt und nach einer Unterbrechung zur Hinzufiigung einiger Tropfen 

un konzentrierter Salpetersiure bis zur Gewichtskonstanz gegliht. Es blieb 
rein weiBe Substanz zuriick. 


Ref in: 9.79° , 
fs refunden °fY (ol 996°. Asche. 
9,72% J ; 


Besprechung der Resultate. 
A. Glutin. 
eA Unter vorstehend aufgezeichneten Resultaten finden sich zwei, 
die einen RiickschluB auf die Menge vorhandenen Glutins zulassen, 
namilich 
a) Glutinstickstoffbestimmung (S. 15), 
b) Basenstickstoffbestimmung (8. 17). 


ull a) Glutinstickstoffbestimmung. 


Uber den Gesamtstickstoff des Glutins liegen eine groBe Anzahl Zahlen 
hs vor!; die Werte schwanken zwischen 16 und 18,7°,,, sind aber fiir Nasen 
en glutin oder Glutein, wie es vielfach genannt wird, immer etwas niedriger 
als gewohnlich gefunden worden. Sadikoffs* griindliche Untersuchungen 
iiber letzteres ergeben fiw umgefalltes Glutein Werte, die zwischen 16,9 
und 17,1 °;, liegen, so daB wir hier einen Wert von 17,0°,, in Rechnung ziehen. 


Da im Knorpel ein Gesamtglutinstickstoffgehalt von 6,77°, ge- 
funden wurde, ergibt sich daraus, daB die Trockensubstanz des Knorpels 
einen Gehalt an Glutin von 39,82°,, besitat. 


b) Basenstickstoffbestimmung. 


us Die Angaben iiber den Gehalt des Leims an basischen Aminosduren 
en variieren ebenfalls sehr stark. Deshalb\ hat sich Thimann* neuerdings die 
ter Aufgabe gestellt, die Abweichungen zwischen den Werten verschiedener 
e) Autoren zu erkléren, und dies auch in befriedigender Weise erreicht. Neben 
verschiedenen Faktoren von geringerem EinfluB, wie Fallungstemperatur, 
wc} Qualitaét der Phsophorwolframséure, Vorbehandlung des EiweiBes vor der 
n Hydrolyse u.a.m. fand der genannte Autor, daB die Menge Stickstoff, 
ng die durch Phosphorwolframsaéure aus dem Gelatinehydrolysat gefallt wird, 

weitgehendst von der Gesamtstickstoffkonzentration vor der Fallung ab- 

hangig ist. Bildet man eine Kurve so, daB man als Abszisse die mg Stick- 

stoff pro cem Hydrolysat und als Ordinate die Prozente Stickstoff, die 


1 Siehe z. B. Biochem. Handlexikon 4, 181 ff, 1911 oder Oppenheimers 
Handb. 1, 8S. 675. 

* i. c. 

3 Biochem. J. 24, 357, 1930. 
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durch Phosphorwolframsaure gefallt werden, auftragt, so durchlauft 
Kurve ein Maximum. 

Wir haben bei unseren Fallungen diesbeziiglich Bedingungen 
gehalten, die in unmittelbarer Nahe des von Thimann gefundenen Maximu 
liegen, da eventuelle Versuchsfehler oder kleine Ungenauigkeiten hier 
geringsten Fehler zur Folge haben, weil die Kurve relativ flach verlau 

In diesem Bereich hat Thimann folgende Werte gefunden: 


mg N in l0ccem Lésung ....... 16,77 27,19 38,86 
"| Diamino-N (des Gesamt-N) . . . . 23,34 24.5% 22,48 


Wir hielten bei unseren Versuchen eine Stickstoffkonzentrat ion 
von etwa 25 mg Stickstoff pro 10 com Lésung ein, so daB nach Thimany 
24°, des Gesamtstickstoffs durch Phosphorwolframsaure fallbar sind 

Der Totalstickstoffgehalt der Gelatine betraigt 17°, und 24°, davo. 
sind also Basenstickstoff; also entsprechen 4,08 g Basenstickstoff 100 y 
Glutin. 

Wir haben im Knorpel im Mittel 1,80°, Basenstickstoff gefunde: 
(S. 17); dieser entspricht also einem Glutingehalt von 44,/2°,. 


Das Mittel aus diesen beiden Bestimmungsmethoden a) und } 
ergibt, dap die Trockensubstanz des Knorpels zu etwa 42,0°,, aus Glutin 
bestehen diirfte. 

B. Chondroitinschwefelsdure. 

Die vorstehend aufgezeichneten Analysen lieferten im allgemeine: 
konstante Endwerte, die nicht wesentlich auBerhalb der analytische, 
Fehlergrenze liegen, und diese Werte erlauben uns, Schliisse iiber dit 
Quantitét der Chondroitinschwefelséure zu ziehen. 

Hiervon miissen nur die Bestimmungen der Glucuronsiure mittel- 
der Furfurolmethode ausgenommen werden, die nur unkonstante und 
wie der Vergleich mit den tibrigen Resultaten zeigt, erheblich zu niedrig: 
Werte lieferten. In diesem Zusammenhang sei darauf verwiesen, dal 
sehr namhafte Forscher unter gewissen Versuchsbedingungen das Aul- 
treten von Furfurol ganz vermiBt haben!?. 

Wir verzichten also darauf, das Resultat dieser Bestimmunge: 
hier zu verwerten. 

Den folgenden Berechnungen wird die Levenesche Forme] fw 
Chondroitinschwefelsaure, 

C2gH 44029 N2 So, 
zugrunde gelegt, welche ein Molekulargewicht von 936 ergibt als Summ 
von 
2 Mol Glucuronsaéure 
2 Aminohexose 
2 ,, Schwefelsaure 
2 ,, Essigséure 
‘ 


minus ,. Wasser 


' Vgl. Orgler u. Neuberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 37, 417, 1903 
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a) Die Schwefelbestimmungen. 

Der durch saure Hydrolvse abgespaltene Schwefel, 2.55%, det 
rockensubstanz (s. S. 14ff.), ergibt auf Grund der Leveneschen 
formel einen Gehalt des Knorpels an ChondroitinschWefelsaure von 
u 7,39 %. 


Es ist nun interessant, daB der Cesamtschwetelgehalt des Knorpels 
on 3,29°,, (s. S. 14) wesentlich héher (um 0,74”.,) ist, welche Tatsache im 
\Viderspruch zu unseren Erwartungen steht. Wir vermuteten héchstens 
einen um weniges gegeniiber dem abspaltbaren Schwefel héheren Gesamt 
-chwefel, was seinen Grund in dem allerdings problematischen Schwefel 
vehalt des .,Gluteins‘* hatte (Gadekopf'). Méglicherweise wird auch ein 
nd kleiner Teil der freigemachten Schwefelsiure durch Bindung an Asche 
VOI bestandteile, wie z. B. Calcium, der Fallung mit Bariumchlorid entzogen: 
diese Umstande reichen jedoch nicht hin, eine solche Diskrepanz zu erklaren 

Der Annahme, daB die Abspaltung der Schwefelséure unvollstandig 
st. widerspricht sowohl die Art der Hydrolyse als auch die Konstanz det 
Her Werte. 

Wir betrachten also obigen Wert als Minimalzahl. 


b b) Glucosaminbestimmung. 

“ Diese sollte uns keinen direkten AufschluB iiber die Menge Chon- 
droitinschwefelsaure geben, sondern sie dient als Ma® dafiir, wie weit 
die Hydrolyse mit 5°, Salzsaure, wie sie zur Reduktionsmessung ver- 

i wendet wurde, fortgeschritten ist. 

= Es dirfte unméglich sein, die theoretischen Endprodukte der 

- Hydrolyse quantitativ zu erhalten, da einerseits durch Anwendung 

, konzentrierter Saure die Kohlenhydrate zerstért werden, was schon 

69 aiuBerlich an der starken Dunkelfarbung und der Melaninabscheidung 

- zu erkennen ist, und andererseits verdiinnte Saure nicht Freilegung 

A aller vier reduzierenden Gruppen des Molekils herbeifiihrt. 

- Wir stellen uns vielmehr vor, daB durch 5°, Séure die glucosidische 
Bindung zwischen den zwei Chondrosinmolekilen leicht hydrolysiert 

™ wird, so daB die Aldehydgruppe der Glucuronsaure frei wird und 

| daB durch weitere Einwirkung der Saure auch die Aminohexose bis 

a zu einem gewissen Grade frei wird. 

Es war nun mdglich, mit der Methode von Zuckerkandl-Messiner* 
zu bestimmen, wie weit dies geschehen ist, da von dieser Reaktion, 
ia die eine Ringbildung zur Voraussetzung hat, nur freies Glucosamin 


erfaBt wird. 
c) Reduktionsmessung. 
Wir konstatierten (s. S. 19ff.), daB 100g Knorpel sich so ver- 
halten. wie wenn sie 21,5 ¢ Glucose enthielten. 


! Vgl. Biochem. Handlexikon 4, 181, 1911. 


2 Il. c. 

















24 W. Winter: 


Kin Mol Chondrosin vermag nach Hebting 7,6 Mol Kupferoxyd 7; 
reduzieren !. 

21,5 g Glucose entsprechen nach Bertrand 42,9¢ Kupfer od 
53,6 g Kupferoxyd; d.s. 0,673 Mol Kupferoxyd. Letztere entspreche: 
nach Hebting 0,0886 Mol Chondrosin. Da 2 Mol Chondrosin einem M: 
Chondroitinschwefelsaure entsprechen, ergibt sich fiir den Trocken 
knorpel ein Gehalt an Chondroitinschwefelsiure von 41,4°,. 


Unsere oben entwickelte Vorstellung iiber den Vorgang der Hydrolyss 
1aBt sich hier wie folgt anwenden: 

Die gemessene Reduktionskraft ist die Summe der Reduktion de 
beiden Aldehydgruppen der Glucuronsiuremolekiile -+- dem Reduktions 
vermégen der gefundenen 7,5°,, freier Aminohexose (s. S. 20ff.). 

Da nach Ledderhose*® und Thierfelder® aiquimolare Mengen von Gluco 
samin, Glucuronséiure und Glucose gegeniiber Fehlingscher Lésung dix 
gleiche Reduktionskraft zeigen, kénnen wir durch Subtraktion der den 
gefundenen Glucosamin aquimolaren Menge Glucose vom Totalreduktions 
wert diejenige Menge Glucose errechnen, die der im Knorpel vorhandenen 
Menge Glucuronséure aquimolar ist. 

Die direkte Bestimmung des Glucosamin nach der Methode von Zucke 
kandl-Messiner ergab einen Gehalt an freiem Glucosamin von 7,5”... 
7,5°,, Glucose aquimolar ist. Das auf Glucuronsaure entfallende Reduktions 
vermégen entspricht nun der Differenz dieser Werte, das ist 21,5 7.5 

14,0°,, Glucose. 

Die in einem Mol Chondroitinschwefelséure enthaltenen 2 Mol Glucuron 
saiure haben die gleiche Reduktionskraft wie 2 Mol Glucose. Sonach kénnen 
wir aus dem gefundenen Glucosereduktionswert unter Beriicksichtigung 
des Molekulargewichts der Chondroitinschwefelséiure einen RiickschluB aut 
die Menge vorhandener Chondroitinschwefelséiure ziehen. Aus der Pro 
portion 2 Mol Glucose: | Mol Chondroitinschwefelsiure wiirde sich fiu 
14,0 g¢ Glucose ein Gehalt der Knorpeltrockensubstanz an Chondroitin 
schwefelsiure von 36,39°, ergeben. 


Wa 


Eine restlose Ubereinstimmung war in Anbetracht der gewaltigen 
Verschiedenheit des Aufarbeitungsgrades der Analysensubstanz bei 
Hebting und bei uns und der Unsicherheit, die der Bertrand-Methode 
trotz aller Vorsicht anhaftet, nicht zu erwarten. Wenn auch der auf 
Grund Hebtings praktischer Analysen gefundene Wert von 41,4°,, 
zweifellos der bessere ist, eben weil er sich auf Versuche und nicht 
auf Theorien stiitzt, so scheint doch das auf Grund unserer Ansichten 
errechnete Resultat diese zu rechtfertigen. 


d) Die Stickstoffbestimmungen. 


Der Vergleich der Stickstoffbestimmungen untereinander ergibt 
folgendes Bild: 


ee 
2 Zeitschr. f. physiol. Chem. 4, 139, 1880. 
*’ Ebendaselbst 11, 400, 1887. 
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Erste Fraktionierung: Der Gesamtstickstoff wurde aufgeteilt in 
slichen Stickstoff** und Riickstandstickstoff 


Gesamtstickstoff . . ee £ 4 SRO. 
Stickstoff der léslichen N-haltigen Substanz. . 7,78°, 
Riickstandstickstoff ® hy A 


Summe... 915% 


Zweite Fraktionierung: Der lésliche Stickstoff wurde aufgeteilt 
Leimstickstoff und Ghondroitinstickstoff (S. 16). 


Stickstoff der léslichen N-haltigen Substanz <i 7,48 Ye 
Leimstickstoff ..... 6.77 Ye 
Chondroitinst ickstoff ; P. we ; 133° 

Summe ; : 8,09", 


In beiden Fallen also ein Fehler yon 0,3°,. 


DaB der auf S. 16ff. bestimmte, durch Phosphorwolframsaure nicht 
fallbare Stickstoff tatsdchlich dem Chondrosin angehGrt, scheint durch folgendes 
hewlesen : 

1. In den gemessenen Proben waren Eiweifreaktionen negativ. 

2. Die nahere Untersuchung einer enteiweiBten Chondrinlésung 

S. 16ff.), bei deren Herstellung nicht eine quantitative Extraktion der 
Chondroitinschwefelsiure aus dem Knorpel, sondern nur eine qualitative 
\ufbereitung beabsichtigt war, ergab, daB die Lésung die Eigenschaften 
zeigt, die von einer Lésung von Chondroitinschwefelséure bzw. deren Spalt 
produkten zu erwarten sind: 

Die Bestimmungen des nach van Slyke abspaltbaren Stickstoffs und der 
Reduktion zeigen, wenn man das Vorliegen von Chondrosin annimmt, 
eine befriedigende Ubereinstimmung: 

Die zur Probe verwendeten 20 cem Lésung besaBen eine Reduktions 
kraft entsprechend 40,7 mg Glucose, bei einem auf Grund des van Slyke- 
Stickstoffs berechneten Sollwert (nach Hebting) von 44,2 mg Glucose. 

Berechnung: Nach van Slyke wurden in 20cem Lésung 0.00256 ¢ 
Stickstoff gefunden: 

14: 7,6 0,002 56: x, 
! 0.00139 Mcl Kupfer, entsprechend 88,36 mg Kupfer oder 44,2 mg 
(ucose. 

DaB der gefundene Wert fiir abspaltbaren Schwefel von 0,430 g¢ pro 
Liter den auf Grund des Stickstoffs berechneten Sollwert von 0,092 g 
pro Liter erheblich tibersteigt, besagt nur, daB die Schwefelséiure bei det 
beschriebenen Prozedur schon sehr bald weitgehend vom Chondrosin ge- 
trennt wird, was dadurch bewiesen scheint, daB in der vorliegenden ent 
eiweiBten ,,Chondrinlésung** 73°, des gesamten abspaltbaren Schwefels 
ohne weitere Hydrolyse mit Bariumchlorid ausfallbar sind. 

Die Werte fiir das Glucosamin sind von derselben GréBenordnung wie 
die auf 8. 20ff. gefundenen. 

Von besonderer Wichtigkeit erscheint uns die Tatsache, daB hier die 
Zuckerkandlsche Reaktion auch ohne Acetylierung stets positiv ausfiel 
Das beweist eindeutig. daB die Chondroitinschwefelsaéure eine am Stickstoff 
acetylierte Verbindung ist. daB sich Schmiedeberg also mit der noch 1920 
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geauBerten gegenteiligen Meinung im Irrtum betindet, denn wir halten 
fiir ausgeschlossen, daB unter diesen Bedingungen die Acetylgruppe \ 
einem anderen Atom abgewandert sei und sekundar die Aminogruy 
acetyliert habe. 


Auch die optische Aktivitdt spricht fiir das Vorliegen von Spalt produkt: 


der Chondroitinschwefelsiure. Wahrend fiir die Saure selbst 1-Drehun. 


angegeben wird!, fand Hebting das Chondrosin r-drehend 2. 


Auf Grund dieser Beobachtungen halten wir uns fiir berechtigt, 
Stickstoff im Filtrat der Phosphorwolframsdurefdllung als dem Chondros 
zugehorig anzusprechen. 


Es ergibt sich so aus der Proportion 2 Grammatom Stickstoff : 1 M 
Chondroitinschwefelsaure 1.32%: 2 ein Gehalt des Knorpels an Cho: 
droitinschwefelsiure von 44,12°,. 


e) Essigsaure. 
Wir haben (auf 8. 18ff.) die Summe von Essigsiure und Ameise: 
siure azidimetrisch bestimmt, ferner die Ameisensiure oxydimetrisc!: 
so daB sich nun die Essigsiure wie folgt errechnen laBt: 


Die gesamte fliichtige Saéure aus 100g 


Knorpel verbraucht . . . . . . . . 1133,leem n/10 NaOH 
Die Ameisensiiure aus 100 g Knorpel ver- 
ROEEE ko et ws te wie eo . Se om: 2/10 Ben 


also sind 900,4 cem 


n/10 Essigsaure oder (x 6 . 900,4/100) 5,40°,, Essigsiure vorhanden. 


Die Formel von Levene verlangt 2 Mol Essigsiure pro 1 Mo! 


Chondroitinschwefelsaure; also ergibt sich aus der Proportion 
120 : 936 5,4: 2 
ein Gehalt des ‘Trockenknorpels an Chondroitinschwefelsaure vor 
42,12%. 
Die vier voneinander vollig unabhangig aufgefundenen Werte fi 
den Chondroitinschwefelsauregehalt des Knorpels ergeben folgendes Bild 


1. Abspaltbarer S . . . . . . 37,39°, Chondroitinschwefelsaéure 
7. Deen ie. . ROS, 
3. Nssigsiiure ... . ra ay 
Geena. ary) oes Se s OSS os 
Mittelwert . . . 41,23°, Chondroitinschwefelsdure 


Wir halten uns um so mehr fiir berechtigt, den richtigsten Wert 
in der Mitte zu suchen, als erstens der erste Wert wegen des erheblic! 
héheren Gesamtschwefelgehalts eher zu niedrig scheint und zweiten- 


1 Alzona, diese Zeitschr. 66, 408, 1914. 
2? Ebendaselbst 66, 408, 1914. 
* Siehe 8. 16. 
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er vierte Wert durch kleine Versuchsfehler leicht zu hoch werden 
inn, indem Spaltprodukte des Glutins der Phosphorwolframsaure- 
jlung entgehen kénnten. 


C. Die Zusammensetzung des Knorpels 


Auf Grund vorliegender Bestimmungen machen wir uns von det 
Zusammensetzung des Knorpels etwa folgendes Bild: 


eo eS 2 ore ae ela eg we! oe ee ae . + Bey, 
2. Chondroitinschwefelsaure . . ; 2S : ss a 
LN os ik, ed 19s Al Rae wiii Geri, er 9 sitet ~~ 2% 
4. Unbekannte Bestandteile. . . . . ‘ . = cin J ee alee 
100,0° 


Ks ist nun interessant, festzustellen, daB die Menge Substanz, die 
bei der Herstellung der Chondrinlésung (s. 8. 15) ungelést blieb, auch 
7°, des Trockenknorpels ausmacht, also ebensoviel, wie die Menge 
,unbekannter Bestandteile“. Wir vermuten, daB diese Substanz, 
auBer aus in Wasser unléslichen Zellbestandteilen, aus dem von Mérner! 
aufgefundenen Albumoid besteht, was auch mit Sadikoffs Ansichten 
iibereinstimmt!?. 


Zusammentassung. 


1. Sowohl unsere eigenen Untersuchungen als auch die kritische 
Betrachtung der vorliegenden Literatur fiihrte zu einer Bestatigung 
der Leveneschen Feststellungen beziiglich der Zusammensetzung de: 
Chondroitinschwefelsiure aus 2 Mol acetyliertem und sulfuriertem 
Glucosamin und 2 Mol Glucuronsiure. Das Zusammentreten diese1 
Bestandteile unter Austritt der erforderlichen Menge Wassers fiihrt 
zur Leveneschen Forme}. 

2. Die neuerdings von Sawjalow geiuBerte Annahme, das Chon- 
drosin bestehe aus Lutidincarbonséure und Chitose, ist abzulehnen 
Chitose kann sekundar aus Glucosamin, eine kleine Menge von Pyridin- 
basen bei der trockenen Destillation aus Leim ebenso entstehen. 

3. Die vorliegenden Untersuchungen bezweckten eine quantitative 
Bestimmung der Zusammensetzung des reinen Nasenknorpels vom 
Schwein. Als charakteristische, rein chemische Bestandteile ergab sich 
nur Glutin einerseits und Chondroitinschwefelsdure andererseits. Da- 
neben fand sich Asche und eine geringe Menge einer bei der Bereitung 
der Knorpeltleimlésung ungelést bleibenden Substanz (Albumoid ?) 

4. Die Menge Leim wurde ermittelt einerseits aus der Gesamt- 
menge des durch Phosphorwolframsdure aus Knorpelleimlisung fallbaren 


1 le. 











ati 














2k W. Winter: Quantitative Zusammensetzung des Knorpelgewebes 


Stickstoffanteils, andererseits aus der Menge nach‘ vollzogener sau 
Totalhydrolyse durch Phosphorwolframsaure fallbaren basischen Stich 
stoffs. Es ergab sich im Mittel ein Gehalt von 42°/ Glutin. 

5. Der Gehalt an Chondroitinschwefelsdure wurde in vierfacher Ar} 
ermittelt: 

a) aus der Menge Schwefelsdure, welche durch saure Hydrolys: 
aus der Chondroitinschwefelsaure abgespalten werden konnte, 

b) durch Feststellen des Reduktionsvermogens nach Saurehydrolyse 
Das Reduktionsvermégen wurde kontrolliert durck Ermittlung jene: 
Glucosaminmenge, welche nach dem neuen Verfahren von Zuckerkand! 
Messiner direkt kolorimetrisch bestimmt werden kann. Es ergab sic! 
dabei auch, daB das Glucosamin der Chondroitinschwefelsdéure zweifellos 
acetyliert ist, daB also die gegenteilige Ansicht Schmiedebergs nicht 
zu Recht besteht, 

c) aus der Menge der durch Hydrolyse abspaltbaren Essigsdur 
und 

d) aus der Menge des durch Phosphorwolframsaure nicht fallbare: 
Chondroitinstickstoffs. 

6. Auf Grund unserer Analysen gelangen wir zu folgender approxi- 
mativer Vorstellung iiber die Zusammensetzung des Knorpels: 


i ea eee A 
Chondroitinschwefelsaiure. . . . . . . . . 41% 
0 a ee ee 
Waseserunléslicher Rest ......... T% 
Summe .. . 100°) 
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Zur Kenntnis des Conchiolins der Muschelsehalen. 
Von 
Franz Friza. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 4. Februar 1932.) 


Da der chemische Aufbau des Conchiolins! ebenso wie derjenige 
der meisten dem Tierkreise der Wirbellosen angehérigen Albuminoide 
nur recht unvollkommen bekannt ist, bin ich, einer Aufforderung 
Prof. Fiirths folgend, daran gegangen, diese Materie einer neuerlichen 
chemischen Untersuchung zu unterziehen. 


Fir die organische Geriistsubstanz der Muschelschalen, die zuerst 
Fremy als .,Conchiolin** bezeichnete, konnten die Arbeiten von Fremy. 
Schlossberger, und besonders die von Voit und von Wetzel einwandfrei den 
Nachweis erbringen, daB es sich hier um eine eiweiBartige Substanz handle. 
Die Meinung ilterer Autoren also, die Grundsubstanz der Muschelschalen 
sei mit Chitin identisch, ist schon mit Riicksicht auf ihren hohen Stickstoft 
gehalt (etwa 16°, gegen etwa 6,5” , des Chitins) richtigzustellen. Die EiweiB 
natur des Conchiolins ist aus den Daten der Elementaranalysen der ge 
nannten Autoren (zitiert nach Firth 19057) deutlich ersichtlich: 





( H N Ss 
Kost: Perlmutterhaut der Austern . 49.80 6.4 - 
Fremy: Muschelschalen. . . . . . 50 5.9 17,5 
SchloBberger: Austernschalen 50.7 6,5 16.7 
Voit: Perlmutter . A : ) — 15.92 
Wetzel: Pinna nobilis . a 52.87 6,54 16,6 0.85 
Wetzel: Mytilus edulis . . . . , 52,3 7.6 16.4 0.65 


Das Conchiolin ist sehr widerstandsfahig gegen chemische Eingriffe, 
z. B. gegen Mineralséuren in der Kalte. Nur starke Alkalilaugen, sowie 
kochende Mineralséuren sind imstande, eine Aufspaltung dieses Geriist 
eiweiBes durchzufiihren; heiBe konzentrierte Essigséure greift es nicht an 


1 O. Kestner, Chemie der EiweiBkérper. 8. 287. Braunschweig 1925 
2 O. Firth, vgl. chem. Physiologie der nied. Tiere. S. 462ff. Fischer, 
Jena 1903. Dort auch die gesamte altere Literatur. 
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Austithrliche Angaben tiber die Spaltprodukte des Conchiolins ve: 
danken wir hauptsachlich Wetzel'. Er hat 100g reines Conchiolin (d: 
aus Muschelschalen dargestellt war) mit verdiinnter Schwefelséiure (1 T: 
Saure : 2 Teile Wasser) hydrolysiert, das Hydrolysat mit Phosphorwolfran 
siure gefallt, das Filtrat durch Barythydrat von Schwefel und Phosphor 
wolframsaure, sodann durch Schwefelsiure vom BarytiiberschuB befr: 
und eingeengt. Es kristallisierte Tyrosin aus (unrein, etwa 5g von 100 ¢ 
sowie Leucin und Glykokoll. Die beiden letzteren wurden durch Koche) 
mit Kupfercarbonat in Kupferverbindungen iibergefiihrt und durch frak 
tionierte Kristallisation voneinander getrennt, durch H,S zerlegt und di: 
Aminosauren durch Stickstoff- bzw. Kristallwasserbestimmungen identi 
fiziert. Wetzel gibt an, daB er auch Spuren eines reduzierenden Korper 


beobachtet habe. Zu den gefundenen 0,65°., Schwefel bemerkt er, dai 


dieser nicht als Bleisulfid abgespalten werden kénne (die Schwefelblei 
reaktion bleibt negativ), sondern in anderer Art gebunden sein miiss« 
Die Menge der bei der Saurespaltung auftretenden basischen Produkt: 
schatzt Wetzel auf Grund des N-Gehalts der Phosphorwolframsaurefallung 
Die Bestimmung der N-Verteilung nach Hausmann ergab, daB vom (Ce 
samt-N 16,6°,, des Pinnaconchiolins die Halfte 8,66 °, auf die 
durch Phosphorwolframsaure fallbaren Spaltprodukte (,, Diaminostickst off **), 
ferner 3,47°,, auf den als Ammoniak leicht abspaltbaren Teil entfallen 


Krukenberg*, hatte behauptet, daB die Stiitzsubstanz von Eikapseln 
mariner Schnecken ,,reinstes Conchiolin*’* sei, zwar kein T'yrosin, keinen 


Schwefel und Zucker, wohl aber 17,7 bis 17,9°%, N enthalte. W. Engel* 


erhielt jedoch beim gleichen Material 0,4 bis 0,5°,, 8 und 16,1°,, N, ferne: 
sowohl Millon- als auch Xanthoproteinreaktion. Er bezeichnete einen 
Teil der Substanz als schwefelhaltiges Keratin, der andere Teil sei ein in 
Alkalilauge schwer léslicher, schwefelfreier Stoff. 


Material und Vorbehandlung. 


Fir die vorliegenden Untersuchungen wurde das Conchiolin zu 
nachst zum gréBten Teil aus den Schalen der gemeinen Tetchmuschel 
(Anodonta cygnea L.) nach dem Vorgang von Wetzel gewonnen. Dic 
Schalen, die von Byssusfaiden gereinigt worden waren, wurden zunachst 
in etwa 3°%iger Salzsdure vollig entkalkt, was ziemlich viel Zeit kostete. 
und hierauf die braune oberflaichliche Schicht, die ,,Haut‘, von de: 
,,weiBen Substanz“, der eigentlichen Perlmutterschicht, getrennt und 
beide Substanzen fiir sich behandelt. Die Salzséure wurde durch 
Leitungs- und dann destilliertes Wasser vollig herausgewaschen, bis 
mit Ammonoxalat in der abgesaugten Waschfliissigkeit kein Kalk 
mehr nachgewiesen werden konnte und die Substanz auf der Nutsch¢ 
gesammelt. So konnten auch die ganz feinen Faserchen, in die besonders 
die ,,weiBe Substanz‘ zerfiel, erhalten werden, was in Anbetracht dei 


' G. Wetzel, Centralbl. f. Physiol. 13, 113. 1899; Centralbl. f. physiol. 
Chem. 29, 388, 1900. 

2 W. Krukenberg, Zeitschr. f. Biol. 22, 1885. 

* W. Engel, ebendaselbst 27, 1890. 
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ingen Menge organischer Substanz, die aus den Muschelschalen 
wonnen werden konnte (1 bis 2%, ,,Hautsubstanz** und etwa 0,2°,, 
o eine sehr kleine Menge, ,,weiBe Substanz‘'), erwiinscht war. 

Dieser organische Riickstand, eben das Conchiolin, wurde nun 
veiter mit Alkohol und Ather gewaschen und der Ather tiber dem 
\Vasserbade abgedampft. Die urspriinglich zihe und hautige Masse 
konnte nun ohne weiteres zu einem feinen Pulver verrieben werden. 
Kine Behandlung mit Pepsin und Trypsin nach der Entkalkung wurde 
mit je einem Teil der Conchiolinsubstanzen durchgefiihrt, lieB aber 
keinerlei Unterschiede in den Analysenresultaten erkennen. 

Ks sei hier erwahnt, daB im wasserig alkoholischen Auszug sich feine 
langliche Kristalle absetzten, in so geringer Menge allerdings, daB sie fiir 
ine Untersuchung nicht ausreichten. Doch wird hier eine spatere Priifung 
mit Riicksicht auf die noch immer aufklirungsbediirftige Frage nach der 
Bindung des Schwefels im Conchiolin unter Bezugnahme auf die Ergebnisse 
on Daniel und Doraw' ankniipfen miissen. Diese hatten naimlich auf dem 
venannten Wege aus den Geweben der Miesmuschel ahnlich beschriebene 
Kristalle erhalten, die sie als ..Taurin. Mytilit und glutathionahnliche Ver 
hindungen*: bezeichneten. 


Zur Untersuchung stand ferner noch Conchiolinmaterial zur Ver- 
figung, das seinerzeit von Wetzel selbst aus den Schalen der Meeres- 
muscheln Pinna nobilis und Mytilus edulis gewonnen und noch nicht 
aufgearbeitet worden war und sich nun fiir Vergleichsuntersuchungen 
als besonders wertvoll erwies. 


Analysen. 
1. Gesamtsticksto}f. 


Es wurde zunachst die Bestimmung des Gesamtstickstoffs mittels 
der Mikro-Kjeldahl-Methode am Conchiolin von Mytilus vorgenommen, 
fiir das ja nach Wetzel ein Wert von N = 16,4°, vorliegt. Es ergaben 
je 0,005 g Conchiolin verascht die Weite: 16,8, 16,9, 16,5, 16,44 
Mittelwert 16,66°, Gesamt-N. Diese Zahl léBt sich ohne weiteres mit 
den 16,4°% Wetzels? vergleichen. 

Wie schon erwahnt, wurden bei der Untersuchung von Anodonta- 
conchiolin stets ,,Hautschicht‘’ und Perlmutterschicht (,,weibe 
Substanz‘‘) getrennt behandelt, das Mytilusconchiolin Wetzels entspricht 
aber nur der Hautschicht. 


Auffallig ist nun, daB das Conchiolin von Anodonta einen kleineren 
(resamt-N-Gehalt hat, und zwar fiir die ,,Haut*': 15,28, 15,42, 15,39 


' R. J. Daniel u. W. Doraw, Biochem. Journ. Univ. of Liverpool 20, 
76; Chem. Centralbl. 1927. I. 472. 
2. Wetzel, |. c. 
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15,40, 15,54 — im Mittel 15,41°%, Gesamt-N. Das Konstantbleibe: Vorg 
dieser Zahlen laBt nicht auf einen Bestimmungsfehler schlieBen. lurel 
Ebenso lieferten fiir die wei fe Substanz drei verschiedene Gesamt-\ nn 
Bestimmungen Werte von 15,24, 15,40 und 15,24°%, N, also Zahk ; 
die wenigstens, was den Stickstoffgehalt anbelangt, eine grundlege: ' 
Verschiedenheit der beiden Schichten der Muschelschalen nicht « 1 KO 
kennen lassen. alk 
2. Gesamtschwefel. oo 
el 
Die Untersuchung des Schwefelgehalts konnte nur die bereits \ if el 
Wetzel! angegebenen Beobachtungen bestitigen. Die Schwefelbi. eae 
reaktion bleibt negativ bis auf eine ganz leicht braune Verfarbung, ei: Pat ee 
cystinartige Verbindung ist also nicht anzunehmen. Die Gesamt oeset: 
Schwefel-Bestimmungen nach Liebig-Du Menil? ergab fiir Myftilu: wurd 
conchiolin 0,63 und 0,58°,, Gesamt-S (Wetzel 065°), fiir Anodonta | 
Hautsubstanz 0,73 und 0,76°, Gesamt-S. — 
Kine Untersuchung der oben erwahnten ,,Taurinkristalle’ (Dani: conel 
und Doraw) konnte wegen der auBerst geringen Menge noch nicl) -iche) 
durchgefiihrt werden. Wert 
3. Zucker. Meth 
Wetzel® schlieBt aus dem Auftreten von Spuren von rotem Kupfe: | 
oxydul in Kupfersalzlésungen einzelner Fraktionen seines Hydrolysat- sched 
von Mytilusconchiolin auf das Vorhandensein von geringen Mengen eine: Lésui 
reduzierenden Koérpers. Ein solcher konnte aber im Laufe der voi Halft 
liegenden Untersuchungen trotz systematischen Vorgehens nicht nac! 
gewilesen werden. gleich 
4. Tyrosin. Leen 
Da das Conchiolin bei der Siurehydrolyse melaninartige Produkt: “ : 
liefert, war schon von vornherein fiir kolorimetrische Bestimmungen ei! 3,10 
gewisse Schwierigkeit gegeben, da ja schon die geringste Braunfarbung I 
der zu untersuchenden Lésung die Resultate undeutlich machen, j: hydre 
verfalschen muBte. Nach verschiedenen Versuchen erwies sich dir im E 
allerdings nur an leicht léslichen EiweiBkérpern erprobte Methode vo im E 
Zuwerkalow* als die brauchbarste. Die Schwierigkeit lag hier fiir da- 1 
Conchiolin darin, daB es, wie oben erwahnt, auch bei langem Koche: ashes 

von konzentrierter Essigsiure nicht merkbar angegriffen wurde. |- 
wurden daher die zu untersuchenden Substanzen zuerst nach den | 
qaer J 
on T yro. 

* H. Meyer, Lehrb. d. org. chem. Meth. 1, 286, 1922. 

8 Le. ! 


' P. Zuwerkalow, Hoppe-Seilers Zeitschr. f. phys. Chem. 163, 185 2 
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ber \organg von Firth und Fischer! hydrolysiert, dann das Hydrolysat 
iurch Aufkochen mit Tierkohle und Filtrieren wasserklar gemacht und 
\ iann erst die Kolorimetrie nach Zuwerkalow durchgefiihit 
le 


Ks sei hier ein Versuch angefiihr* : 
Es wurden 2.5 g trockenes M ytilusconchiolin (nach Wetzel) mit 26 cem 
5°.iger H,SO, 12 Stunden lang mit RiickfluBkiihler hydrolysiert. Dann 
ide auf 50 cem aufgefiillt, so daB nunmehr das Hydrolysat 5°, Eiwei®B 
thielt; es war von dunkelbrauner Farbe und gab fast keinen Bodensatz 
seem dieser 5°,,igen EiweiBlésung wurden nun nach Klaérung mit Tierkohle 

if eine 1” ,ige Lésung gebracht und zur eigentlichen Farbreaktion je | cem 
davon verwendet. Als Standard diente eine Lésung von 0,1 g reinem Tyrosin 
in 100 cem 5° .iger H,SO,. Es erfolgte dann die Messung nach dem Ver 
fahren von Zuwerkalow, wobei das Nitrit stets so lange tropfenweise zu 
mit vesetzt werden muBte, bis die Farbe nicht mehr zunahm?. Die Kolorimetrie 
lus wurde mit dem Dubosq-Kolorimeter ausgefiihrt. 

Der Tyrosingehalt des M ytilusconchiolins betrug bei einer Standard- 
verdinnung von 1: 1 3,94°,. Wetzel hatte seinerzeit aus 100 g Mytilus- 
nie conchiolin etwa 4g eines unreinen Tyrosins erhalten. Dieser Wert war 
cht sicherlich zu hoch, aber auch der hier durch Kolorimetrie erhaltene 
Wert von 3,94°, wie auch ein weiterer von 4,20°,, der nach derselben 
Methode erhalten wurde, diirften noch eher zu hoch sein 

Die Farbenreaktion wird namlich zuverlissiger, wenn sie in 
schwaicheren Loésungen durchgefiihrt wird, bis sie natiirlich in zu diinne: 
Lésung wieder undeutlich wird. Bei weiterer Verdiinnung um die 
Halfte (Standard 1 : 3) ergab sich ein Tyrosingehalt von 3,53 und 3,60° , 
Die beiden Conchiolinsubstanzen der Schalen von Anodonta wurden 
gleicherweise in stark verdiinnter Lésung kolorimetriert (Standard 1:3 
leem = 0,00025 g Tyrosin). 

a) Von der Hautsubstanz wurden drei Proben hydrolysiert: 3,49, 
310 und 3,32°, Tyrosin. 

b) Von der ,,weiBen Substanz wurden gleichfalls drei Proben 
ji hydrolysiert ; Hydrolysat 1 lieferte einen Mittelwert von 1,43°,, T'yrosin 
Lie im EiweiB; Hydrolysat 2 lieferte einen Mittelwert von 7,49°,, Tyrosin 
O im EiweiB. 

Weitere Verdiinnungsversuche zur Verifizierung dieser Zahlen er- 
gaben einen Mittelwert von 1,45°,, Tyrosin 

Es besteht also zwischen der Haut- und der Perlmutterschicht 
der Muschelschalen von Anodonta ein betrdchtlicher Unterschied im 


T yrosingehalt. 


| O. Firth u. A. Fischer. diese Zeitschr. 154. 1. 1924 
* F. Lieben, ebendaselbst 187, 307. 1927. 
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5. Tryptophan. 


Die systematischen Versuche, die O. Firth und F. Lieben' iiber « 
Verwendbarkeit kolorimetrischer Methoden fiir die quantitative }} 
stimmung des Tryptophans in EiweiBkérpern angestellt hatten, hatt: 
die Voisenetsche Reaktion, die urspriinglich als Nachweis fiir geringst 
Spuren von Formaldehyd gedient hatte, als streng spezifisch fiir da: 
‘Tryptophan oder besser fiir den Indolrest in EiweiSkérpern erwiese: 
Sie reagiert auf Tryptophan gleicherweise, ob sich dieses im Eiweil; 
verband, in Zwischenstadien des Abbaues oder in Freiheit befinde: 
ihre Empfindlichkeitsgrenze bei makrochemischer Anwendung liey: 
nach F. Kretz® bei einer Konzentration von 1 : 50000. Die gefundene:, 
Tryptophanwerte fiir verschiedene Eiwei8kérper waren zum Teil grébe1 
als die von friheren Autoren mit anderen Methoden gefundenen und 
die Voitsenet-Reaktion wurde nun von verschiedener Seite einer ein 
gehenden Kritik unterzogen’. Fiirth und Diesche* gaben spiter als 
einen sehr geeigneten Standard das Casein nach Hammarsten an, dessen 
Tryptophangehalt nach verschiedenen Methoden itibereinstimmend mit 
1,7°%, festgestellt worden war. Zur Lésung der EiweiBkérper wird 
30° ige Lauge verwendet, die weder bei langdauernder EKinwirkung in 
der Kalte, noch bei kiirzerer (?/, bis 1/, Stunde) Erhitzung am siedende: 
Wasserbade eine Veranderung des Tryptophans zur Folge hat. 

Als Standard wurde von mir ein 24 Stunden bei 80° C getrocknetes 
Casein (nach Hammarsten) in 30°%,iger Lauge in der Kalte zu 5° 
gelést; der Tryptophangehalt der Lésung war nun 0,085°%, (5x 0,017°, 
des Caseins). Die EiweiBlésung wurde vor dem Ansetzen der Peaktion 
durch kurzes Erhitzen im Wasserbade gleichfalls zu 5°, in 30°,ige: 
Lauge gelést, was, wie Firth und Lieben festgestellt hatten, das Trypt: 
phan schwerlich schadigt. 

Beim Conchiolin von Pinna ergab die kolorimetrische Bestimmung 
2,60°%, Tryptophan. Zwei weitere Bestimmungen gaben 2,68 und 2,59! 
Tryptophan. 

Hierbei stimmte der Farbton der Votsenet-Reaktion in der Conchiolin 
lésung mit dem der Caseinlésung vollig iiberein. Es zeigte sich aber bx 
der Verwendung der Voisenet-Reaktion einige Male die Erscheinung, dati 
sich ohne klar erkennbare Ursache der Farbton der zu untersuchenden 
Lésung von der tiefvioletten Standardlésung durch einen Stich gegen 
Purpurrot hin unterschied und sich nicht ohne weiteres kolorimetrisc} 
vergleichen lieB. Das ist bereits als Einwand gegen diese Bestimmung 


| O. Firth u. F. Lieben, diese Zeitschr. 109, 124, 1920. 

2 F. Kretz, ebendaselbst 180, 86, 1922. 

3 J. Tillmans u. A. Alt, ebendaselbst 164. 135, 1925; 178, 243, 1926 
mit Literatur. 

1 O. Firth u. Z. Diesche, ebendaselbst 146, 275. 1924. 


Né 


( wf hal 


ZU 
wise] 
weltel 
<olori 
edri 
wurde 
9 56° 


filters 


Unte 
nur d 
etwas 


auber 


Ik 
in de 
die v« 
meth« 
mit d 
die A 
einem 
Meth« 
daB u 
eigent 


1 


auch 
: 


3 


1927 











Conchiolin der Muschelschalen. 35 


thode Uberhaupt verwendet worden, laBt sich aber den hier vorliegenden 
irfahrungen zufolge durch das Einschalten eines stirkeren Blauglasfilters 
-uleichen. Das Ergebnis aus zwei solchen Bestimmungen war: 2,57 


il 2,457°, Tryptophan. 


Firth und Lieben hatten bei der urspriinglichen Ausarbeitung det 
ysenetschen Reaktion fiir dasselbe Pinnaconchiolin (nach Wetzel) einen 
(ehalt von 2,65", Tryptophan gefunden. Dieser Prozentsatz ist keinesfalls 
s zu hoch anzusehen. Man nimmt dabei wahr, da®8 sich die Unterschieds 
wischen den mit und ohne Farbfilter berechneten Tryptophanwerten nicht 
weiter auswirken, als es den Schwankungen innerhalb der Tryptophan 
olorimetrie entspricht. Immerhin sind die so gefundenen Werte etwas 
edriger als die ohne Filter erzielten. 

Das zeigt sich etwas deutlicher beim Mytilusconchiolin. Hier 
wurden zunachst die Mittelwerte zweier Versuchsreihen von 2,68 und 
» 56%, erzielt. Bei zwei Versuchen, die mit Zuhilfenahme des Blau- 
filters durchgefiihrt wurden, ergaben sich 2,45 und 2,34°,. Tryptophan. 

Beim Anodontaconchiolin lieB sich aus der AufBenhaut: 2,67, 2,52. 
265 und 2,64°,. Tryptophan berechnen, mit Blaufilter aber: 2,43 


9 9” 
und 2,37 af 


las 

Die weife Schalensubstanz hatte: 2,43 und 2,74°,, mit Blaufilter: 
2? 63, 2,638, 2,57 wnd 2.54%, Tryptophan. 

Es bestehen also wie im Tyrosingehalt auch beim ‘Tryptophan 
Unterschiede zwischen dem Hautconchiolin und der Perlmuttersubstanz, 
nur daB der Prozentgehalt des Tryptophans in der weiBen Substanz 
etwas hdher, des Tyrosins wesentlich niedriger ist als in der Muschel- 
auBenhaut. 


6. Arqmim. 


Fur die Bestimmung des Arginingehalts in EiweiBkorpern sind 
in der letzten Zeit zwei brauchhare Methoden ausgearbeitet worden, 
die von Fiirth und Deutschberger! wesentlich ausgebaute Flaviansaure- 
methode Kossels*, die im wesentlichen darauf beruht, daB das Arginin 
mit der Flaviansiure schwer lésliche goldgelbe Kristalle liefert, und 
die Arginaseverdauungsmethode nach Th. Cahn und Bonot®. Nach 
einem Vorversuch, der sich an die von Firth und Deutschberger angege bene 
Methodik anlehnte, durch den aber zunachst nur festgestellt wurde, 
daB iiberhaupt Arginin im Conchiolin vorhanden sei, wurde dann die 
eigentliche Bestimmung nach Cahn und Bonot durchgefiihrt. 


1 O. Fiirth u. O. Deutschberger, diese Zeitschr. 186, 139, 1927 Dort 
auch Literatur. 

2 A. Kossel u. R. Gross, Zeitschr. f. physiol. Chem. 135, 167, 1924 

3 Th. Cahn u. A. Bonot, Bull. de la soe. de chim. biol. 9 100], 
1927 sowie Hunter u. Dauphine, J. of biol. Chem. 85, 627, 1929 
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1. Mytilus. Ks wurde 1,5 g Conchiolin nach volliger Hydrolyse 
konzentrierter HCl, Entfernung der Salzsiure im Vakuum und E: 
farbung mit Tierkohle in klarer Lésung in einen Kolben iiberspiilt, neutra 
siert und durch Zusatz von n/l10 NaOH und Glykokoll-NaCl-Pufferlésuiy 
auf das Arginasewirkungsoptimum von pu = 9,5 gebracht. Hierauf wurde: 
durch 3 Tage hindurch jeden Tag 10 cem der auf '/;) verdiinnten Argina 
stammldésung zugesetzt. Der Versuch wurde bei 37° im Brutschrank ¢ 
halten. Dann wurde das Hydrolysat im Vakuum zur Trockne eingedamptt 
mit 70"°,, Essigsiure ausgewaschen und die abzentrifugierte Lésung mit 
10°,, Xanthydrollésung iiber Nacht stehengelassen. Der Niederschlay 
wurde mit Methylalkohol, der mit Dixanthylharnstoff gesattigt war, 
waschen, getrocknet und gewogen. Er wog 0,1856 g, d.i. auf 1g Eiwe 
bezogen 0,1237 g Dixanthylharnstoff. 7g Dixanthylharnstoff entspricht 
aber | g Harnstoff und 60 g Harnstoff 174 g¢ Arginin ( 1: 2,9). 0,1237 p 
Dixanthylharnstoff entsprechen also 0,01767 g Harnstoff und diese mal 2.‘ 
dem Arginin. 


Mytilusconchiolin enthalt somit 5,1°%, Arginin. Eine zweite Be 
stimmung ergab einen Gehalt von 5,45°,, Arginin. 

2. Ebenso wurde der Arginingehalt des Anodontaconchiolins be 
stimmt (ausgehend von | g Substanz). 

a) Die Hautsubstanz ergab einen Arginingehalt von 5,33 und 5,74° 


b) Die weiBe Substanz lieferte 531°, Arginin. 


Zusammenfassung. 


Untersuchungen des Conchiolins der Teichmuschel Anodonta cygnea 
und der Meeresmuscheln Mytilus edulis und Pinna nobilis ergabe: 
folgende Resultate: 


1. EKinen Gesamt-N-Gehalt von 16,66°,, bei Mytilus (Wetzel 16,4°, 
Der Gesamt-N fiir das Conchiolin von Anodonta ist etwas niedriger, uni 
zwar fiir die braune SchalenauBenhaut im Mittel 15,41°, N, fiir di 
Perlmutterschicht im Mittel 15,29°,, N. 


2. Der Gesamt-S-Gehalt wurde fiir Mytilus mit 0,61°, (Mittelwert 
bestimmt (Wetzel 0,65°%,), fiir Anodonta mit 0,75°,. 

3. Eine reduzierende Substanz wurde nach Hydrolyse nich 
gefunden. 

4. Der Tyrosingehalt wurde nach Zuwerkalow fir das Mytilu- 
conchiolin mit dem Mittelwert von 3,57°, bestimmt. Es konnte bein 
Anodontaconchiolin ein betrachtlicher Unterschied zwischen den 
Tyrosingehalt der AuBenhautschicht (3,3°, im Mittel) und dem de: 
Perlmutterschicht (Mittelwert 1,46°,) festgestellt werden. 


5. Die kolorimetrische Bestimmung des T'ryptophans mittels de: 
Voisenet-Reaktion ergab fiir das Conchiolin von Pinna einen Mittelwert 
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262°, (Firth und Lieben 2,65°,), fiir Mytilus 2,62°,. Auch bei 
odonta ergab das Hautconchiolin im Mittel 2,62°,, die Perlmutter- 
icht aber etwas mehr, nimlich 2,78°,. Wurde zum Ausgleich von 
rbtonverschiedenheiten mit Anwendung eines starkeren Blauglas- 
ters kolorimetriert, so fielen alle Tryptophanwerte um ein Geringes 


edriger aus. 


6. Das Arginin im Conchiolin wurde aus dem Xanthydrolniedes 
chlag nach Arginaseverdauung berechnet und ergab fiir das Mytilus- 
mchiolin im Mittel 5,28°,, fiir Anodonta-,,Haut*’ 553°... fiir die 
,weiBe Substanz‘ 5,31°. 


Herrn Priv.-Doz. Lieben und Herrn Dr. Leipert bin ich fiir die tat 
kraftige Unterstiitzung, die sie mir bei dieser Arheit zuteil werden lieBen, 
i besonderem Dank verpflichtet. 

















Uber den Mechanismus der Blutgerinnung. 


Von 
L. J. Del Baere, Bindjei Bangkatanspital, Sumatra O. K. 
(Eingegangen am 17. Dezember 1931.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Unter den vielen Theorien itiber die Blutgerinnung findet man 
eigentlich keine, welche tiefer in die sich hierbei abspielenden kolloid 
chemischen Vorgainge eindringt. Nur die Annahme Mills’, daB dic 
Fibringerinnung auf einer Ausflockung des negativ geladenen Fibri 
nogens durch positiv geladenes Thrombin beruhe, gibt meines FE) 
achtens in dieser Hinsicht eine befriedigende Erklirung!. Soweit aus 
dem Keferat von Pickering? und aus den spateren Publikationen von 
Mills hervorgeht, wurde diese Hypothese aber nicht durch Tatsachen 
belegt oder irgendwie ausgearbeitet. 

Der Beweis ware dann geliefert, wenn es gelinge, den Nachweis fiir 
die genannte positive Ladung des Thrombins zu erbringen. Wie ich 
unten auseinandersetzen werde, ist es méglich, mit Hilfe der Kata 
phorese die Art der Thrombinladung festzustellen. Wenn es sich um 
Farbstofflésungen oder um opaleszierende EiweiBsole handelt, ist die 
Wanderung im elektrischen Felde ohne weiteres sichtbar und somit 
die Art der Ladung sofort zu ersehen. Da aber Thrombin unsichtba: 
ist und das einzige bekannte Reagenz auf Thrombin eine Fibrinogen 
lésung ist, wird in diesem Falle die Ausfiihrung des Versuchs etwa- 
komplizierter. 

Vorbereitung des Versuchs. 

Der von mir verwendete Apparat besteht aus zwei Glasréhren von 
etwa 30cm Lange, welche unten durch einen Gummischlauch verbunden 
sind. In einer der beiden Réhren befindet sich etwas unterhalb der Mitt: 
ein Glashahn. Bei herausgenommenem Hahn wurde der untere Teil de- 
U-Rohres bis zu 1 em unterhalb des Glashahnes mittels einer kleinen Pipett: 
mit Ringerscher Lésung + 50°, Glucose angefiillt. Dann wurde hieriibe: 
Blutserum + 20°, Glucose geschichtet. Der Hahn wurde nun wieder ein 
gefiihrt und in das andere Glasrohr noch soviel Ringerlésung eingegossen, 
bis das Serum 1 ecm iiber dem Glashahn stand. Dann wurde der Habn 
geschlossen und mittels einer sehr feinen, ausgezogenen Glaspipette i 


aufeinanderfolgenden Schichten eine kleine Menge Ringerlésung + 10 


' Amer. J. med. Se. 172, 71 (in Niederl.-Indien nicht vorhanden). 


92 


* Pickering, The bloodplasma in health and disease, London, 
Heinemann. 
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icose, eine Fibrinogenlésung. dann unter Einschaltung eines kleinen 
\\attebausches wiederum Ringerlésung, Watte und schlieBlich eine Salz- 
ing mit 2°,, Agar eingefiillt (letztere, um den Einflu8 der Polarisations 
erscheinungen zu umgehen). Das zweite Rohr wurde bis zur gleichen Héhe 
mit der Agar-Salzlésung angefiillt, worauf die beiden Elektroden in die 
Rohre eingefiihrt wurden, und zwar so, daB die positive Elektrode in das 
Rohr ohne Hahn und die negative in das Rohr mit dem Hahn kam. 
Durch die Verwendung von Glucose in absteigender Konzentration 
hlieben die verschiedenen Fliissigkeitsschichten scharf getrennt, nur war 
es auf diese Weise nicht mdglich, bei einer eiweiBreichen Lésung tiber 
einer eiweiBarmen eine scharfe Trennung zu bewahren (wohl infolge ver 
schiedener Diffusionsgeschwindigkeiten von Glucose und EiweifB). Bei 
dom hier beschriebenem Versuch spielt dies aber keine Rolle. 


Herstellung der Fibrinogenlésung. 


Die Herstellung einer méglichst reinen Fibrinogenlésung, welche nach 
Zugabe von Ca-Ionen nicht gerinnt, geschah auf folgende Weise. Ausgangs 
material bildete fibrinogenreiches Blut von Nephrose- oder Pneumonie- 
patienten. Zwecks Entfernung des Prothrombins wurde das Blut iiber frisch 
gefalltem Calciumphosphat aufgefangen'. Nachdem das Blut einige Stunden 
im Eisschrank gestanden hatte, wurde es abzentrifugiert und mit frischem 
Caleciumphosphat vermischt. Dann wurde das Plasma nochmals zentrifugiert 
und mittels Essigséure neutralisiert. Es wurde nun eine dem Plasma gleiche 
Menge gesattigter Kochsalzlésung abgemessen, wovon soviel dem Plasma 
zugesetzt wurde, bis die erste Triibung von ausfallendem Fibrinogen sichtbar 
wurde. Diese erste Fibrinogenfraktion 
wurde abzentrifugiert und nicht weiter 
verwendet, weil zugleich mit dieser Frak- 
tion noch eine stérende Menge Pro 
thrombin mitgefallt wurde. Die zweite 4 
Kraktion, welche durch den Rest der 
abgemessenen Kochsalzlésung gefallt 
wurde, wurde mit halbgesattigter Koch 
salzlésung gewaschen und dann in Aqua 


dest. mit einer Spur Natriumbicarbonat |) arm 











gelost. 

Die Herstellung ist gelungen, wenn 
der letzte Niederschlag sich glatt lést 
und wenn nach Zugabe von Ca-lonen 
keine Gerinnung eintritt. SchlieBlich 
wurde der Chlorgehalt bestimmt und auf 
0,.9°%, NaCl korrigiert. 














Bei der Anordnung der ver- 
schiedenen Fliissigkeiten wie in Abb. la " h 
wird der Hahn geéffnet und die elek- Abb. 1 
trische Spannung (120 Volt) angelegt. 
Nach etwa 10 Minuten kann man in der oberen Halfte der nur wenige 
Millimeter hohen Ringer-Schicht, welche sich zwischen der Thrombin- 


' Bordet,. Ann. de I'Instit. Pasteur 34, 561. 
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und der Fibrinogenlésung befindet, eine leichte scheibenférmi 

Triibung erblicken (Abb. 1b). Diese Triibung wird schnell intensive. 
und breitet sich nach oben aus (folglich in die Fibrinogenlésung hinei: 

Wenn es nun gelingt, durch vorsichtiges Beklopfen des Appara‘ 
einige Gasblasen zum Aufsteigen zu bringen, sieht man, wie diese 
durch die Triibungszone aufgehalten werden. Man kann auch von obe: 
Ferrum reductum zugeben; dieses bleibt auf der Triibung liegen, woraus 
man ebenfalls ersieht, daB das Gerinnse! mit der Wand verklebt ist 

Aus diesem Versuch kann auf eine Begegnung von Fibrinoge: 
und Thrombin in der zwischen Fibrinogen- und Thrombinlésung lx 
findlichen Ringer-Schicht geschlossen werden. Dies ist nur méglic! 
wenn das Thrombin in der Richtung der negativen Elektrode wandert 
und folglich Trager einer positiven elektrischen Ladung ist. Der i 
derselben Zeit vom Fibrinogen im umgekehrten Sinne zuriickgelegt: 
Weg ist etwas kirzer. Dies heiBbt, daB die Fibrinogenteilchen dem 
Wasser gegeniiber negativ geladen sind, daB aber der Spannungs. 
unterschied etwas geringer ist als beim Thrombin. 

Folgende Kontrollversuche wurden angesetzt : 

1. Statt Serum wurde Ringerlésung und ein anderes Mal 0,6°,ig 
CaCl, verwendet. Nach StromschluB trat keine Triibung auf. 

2. Der Apparat wurde genau wie beim Hauptversuch gefiillt und 
dann sich selbst tiberlassen; der Strom wurde nicht geschlossen. Soga: 
nach 1 Stunde war noch keine Triibung sichtbar. Ebenscwenig trat 
die Triibung auf, wenn der Strom in umgekehrter Richtung geschlosse) 
wurde. 

Folgende Anderungen in der Versuchsanordnung wurden ausgefiibrt 

1. An Stelle des Blutserums konnte mit gleichem Erfolg die eiweil 
arme Thrombinlésung nach Schmidt verwendet werden. 

2. Der Versuch konnte ebenfalls ausgefiihrt werden mit folgende: 
\nordnung (von unten nach oben): Calciumphosphatplasma nac'| 
Bordet, |. c., Ringer- und Thrombinlésung nach Schmidt. 

Um einen Eindruck von der Wanderungsgeschwindigkeit des Thron 
bins zu geben, sei angefiihrt, daB bei StromschluB wahrend 40 Minute! 
das Thrombin um 12 mm gestiegen war, bei einem annadhernden Potentia! 
gefalle von 3 Volt/em. Dies wiirde iibereinstimmen mit einer Geschwindig 
keit von 17.10-5em/see bei einem Potentialgefille von 1 Volt/em. Als 
Vergleichswert sei hier die Geschwindigkeit des Natriumions mitgetei!t 
die beim Potentialgefille von 1 Volt/em 46. 10-5 em betragt (Hdéber). 

Es hat meines Erachtens keinen Sinn, die Wanderungsgeschwindigkei! 
des Fibrinogens naher bestimmen zu wollen, weil das Fibrinogen, wi 
bekannt, auBerst schwer von den letzten Spuren Thrombin, durch welch: 
die Ladung natiirlich veraindert wird, zu befreien ist. 


Nachdem gezeigt worden war, da} Thrombin eine positive Ladung 
tragt, wurde untersucht, ob diese Ladung auch schon bei der Mutte: 
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bstanz des Thrombins, dem Prothrombin, vorhanden sei.  Hierzu 
urde im oben beschriebenen Apparat Ringerlésung tiber Citrat- 
isma geschichtet, nachdem zu allen verwendeten Lésungen in dem- 


selben Verhaltnis wie zum Plasma Citratl6sung zugesetzt worden war. 
Darauf wurde das Potentialgefille in dem Sinne angelegt, da die 
Plasmaeiweibkoérper, folglich auch das Fibrinogen, in die Ringerlésung 
iufsteigen muBten (Abb. 2). Als darauf aus der Opaleszenz zu schlieBen 
war, daB die Eiweibstoffe etwa '/, cm aufgestiegen 

waren, wurde mitteis einer fein ausgezogenen Pipette 4 

eine kleine Menge CaCl,-Lésung in die Ringerlosung 
eingefiihrt. Die Ca-lonen muBbten weiter im Potential- 
vefalle hinunterwandern, in das Plasma hinein. Es war 
nun zu erwarten, daB dort ein Fibringerinnsel entstehen 
wirde, wo die Ca-lonen mit Fibrinogen und mit Pro- 
thrombin (und mit Thrombokinase) zusammentreffen 
wurden. Daraus wirde dann die Wanderungsrichtung 
des Prothrombins hervorgehen. Es konnte nun fest- 











vestellt werden, da®B das Gerinnsel sich schon oberhalb ay), » 
der urspriinglichen Plasma-Ringer-Grenze bildete. Pro- 

thrombin (und Thrombokinase) waren folglich der positiven Elektrode 
zugewandert und tragen folglich, wie das Fibrinogen. eine negative 
elektrische Ladung. 

Es liegt die SchluBfolgerung nahe, daB die Umladung des Pro- 
thrombins von negativ zu positiv durch die Ca-lonen, welche eine 
doppelte positive Ladung besitzen, hervorgerufen wird. Wie man 
sich diese Umladung vorzustellen hat, bleibt vorlaéufig unsicher, es 
liegt aber an der Hand, daB es sich hier um eine Adsorption handelt. 
Hierfiir spricht ebenfalls die Tatsache, daB die Reaktion: Prothrombin 

Ca-Thrombin teilweise reversibel ist. Dies geht aus dem folgenden 
Versuch hervor. 

Zwei gleichen Mengen frischen Serums wurden ?/,, Vol. Oxalatlésung 
(1'/,°.,) baw. ?/,) Vol. Salzlésung zugefiigt. Nach '/, Stunde wurden beide 
Réhrchen mit gleichen Mengen Fibrinogenlésung versetzt. Gerinnung 
trat im ersten Réhrchen nach 15 Minuten ein, im zweiten nach 8 Minuten. 
Bei einem zweiten Versuch, wo 2 Stunden altes Serum verwendet wurde. 
waren diese Zeiten 105 bzw. 40 Minuten. 

Hieraus mu man schlieBen, daB durch Entfernung der freien 
Ca-Ionen Thrombin teilweise unwirksam gemacht werden kann. 
méglicherweise unter Riickbildung zu Prothrombin. 


Wenn man jetzt, zuriickkehrend zum Thrombin, tiberlegt, dab 
dieses das einzige bekannte Blutkolloid darstellt, welches eine positive 
Ladung besitzt. wahrend alle anderen Kolloide, wie Albumin, Globuline 
und Lipoide, und alle Formelemente, wie Chromocyten, Leucocyten, 
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Blutplattchen, und auch die GefaBwand eine negative Ladung trag: 

erhebt sich die Frage, warum das Thrombin unter diesen Umstande) 
nur das Fibrinogen zur Ausflockung bringt und dabei alle andere) 
negativ geladenen Kolloide in Ruhe 14Bt. Hierauf kann man antworte) 
da das Fibrinogen auch anderen fallenden Agenzien gegeniiber wenige 
stabil ist als die anderen Kolloide. Fibrinogen wird bereits bei eine: 
Temperatur (56°) und einer Kochsalzkonzentration (halbgesiattigt 
gefallt, bei denen die anderen PlasmaeiweiBbkérper noch intakt bleiben 
Ferner méchte ich noch darauf hinweisen, daB auch im Falle, dab es 
nicht zu einer sichtbaren Ausflockung durch das Thrombin kommt 
hieraus noch nicht geschlossen werden darf, daB Thrombin gar nicht 
mit den anderen Kolloiden reagiert. Im allgemeinen ist die Folge eine: 
Reaktion von zwei entgegengesetzt geladenen Kolloiden eine Abnahme 
der Solvatmantel. Dies ist wiederum ersichtlich aus einer Verminderung 
der Viskositét des betreffenden Sols. In diesem Falle ist leider die 
Viskositétsmessung unausfiihrbar wegen der starken Adsorption des 
Fibrinogens an die Glaswand. Diese Adsorption ist so stark, daB Glas 
geschirr, das zuvor frisches Serum enthalten hat, nur durch wiederholtes 
Abwaschen mit Wasser von den letzten Spuren Thrombins zu befreien 
ist. Ich glaube aber, in der Bestimmung des kolloid-osmotischen Druckes 
eine Methode gefunden zu haben, durch die man, auch in diesem 
speziellen Falle, einen naheren Einblick zu gewinnen vermag. Fir den 
Fall, daB es zu einer Anlagerung von Thrombin an Fibrinogenteilchen 
kommt, auch ohne daB diese zur Ausflockung fiihrt, wird die Zahl de: 
sich frei bewegenden Teilchen und damit der kolloid-osmotische Druck 
abnehmen. Man braucht folglich nur zu priifen, ob ein Unterschied 
im kolloid-osmotischen Druck zwischen Plasma und dem betreffenden 
Serum nachzuweisen ist. Die Angaben hieriiber lauteten in der Literatu 
bis vor kurzem verneinend!. Es gelang mir aber, einen zwar nicht 
sehr konstanten Unterschied im Druck zwischen Plasma und Serum 
zu zeigen, den ich als durch den Ausfall des Fibrinogens bedingt hielt * 
Spater zeigte sich jedoch, daB dee Druck, welcher durch eine rein: 
Fibrinogenlésung verursacht wird (0,9em durch 1°, Fibrinogen), zu 
gering ist, um diesen Unterschied zu erklaren. Dieser gréBere Unter- 
schied weist folglich schon in die oben genannte Richtung. Um den 
Faktor ,,Fibrinogen“ ganz auszuschalten, wurde jetzt ganz frischem 
Serum Heparin zugesetzt und somit das Thrombin unwirksan 
gemacht. Eine zweite Portion Serum wurde sich selbst iiberlassen 
Sofort oder 2 Stunden spater wurde der Druck beider Seren unter 

einander verglichen. Hierbei wurde immer ein Unterschied im kolloid 


1 Krogh, Anat. u. Physiol. d. Kapillaren. Krogh u. Nokasawa, Dies: 
Zeitschr. 180, 241, 1927. 
2 Del Baere, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 78, 590, 1931. 
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osiotischen Druck gefunden, und zwar wechselte er bei verschiedenen 
Versuchspersonen zwischen 2 bis 10cm Wasser. 

Auf diese Beobachtungen, welche den Ausgangspunkt obenge- 
nannter Untersuchungen bildeten und welche natiirlich von groBem 
Interesse sind fiir die richtige Feststellung des kolloid-osmotischen 
Druckes im Blute, hoffe ich in einer spateren Ausfiihrung noch zuriick- 
zukommen. Vorlaufig sei an dieser Stelle nur mitgeteilt, daB der Druck 
in frischem Serum auch ohne Zusatz von Heparin héher ist als 
in altem Serum. (Bei Benutzung von Kollodiummembranen von ge- 
nugender Dichte.) Dieser Druckabfall ist in wenigen Stunden schon 
sehr betrachtlich, doch bleibt er dann ziemlich konstant. Wenn man 
iiberlegt, daB es in demselben Zeitraum zum Verschwinden des gréBten 
Teiles des urspriinglich vorhandenen Thrombins kommt (bekannt als 
Umwandlung von Thrombin in Metathrombin), dann diirfte die An- 
nahme naheliegen, daB sich das Thrombin eben in dieser Zeit mit einem 
der negativ geladenen Blutkolloide zusammengekuppelt hat, ohne 
jedoch eine Ausflockung herbeizufiihren. 

Die Erscheinung, welche sich zeigt, wenn man im Kataphorese- 
apparat Plasma direkt iiber frisches Serum schichtet, verdient noch 
eine weitere Besprechung. Nach StromschluB (positive Elektrode an 
der Serumseite) bildet sich an der Grenze beider Fliissigkeiten offenbar 
eine derartig dichte Fibrinschicht, daB nach einiger Zeit weder Fibri- 
nogen von der einen Seite, noch Thrombin von der anderen imstande ist, 
die Schicht zu durchdringen, so daB diese bald nicht mehr an Hohe 
gewinnt. Man sieht im Gegenteil, daB die Schicht schmAler wird, 
wahrend sie sich nach der Seite der negativen Elektrode wélbt. Diese 
Erscheinungen lassen sich erklaren unter der Annahme, daB das Fibrin- 
gerinnsel sich zusammensetzt aus Fibrinogen und Thrombin, und daB 
im unteren Teile das Gerinnsel, weil bei der Ausflockung ein Uberschub 
an Thrombin vorhanden war, eine positive Ladung erhalt. Wenn nun 
im oberen Teile des Gerinnsels das Gegenteil der Fall ist, ist es. klar, 
daB sich das ganze Gebilde unter dem Einflu®B des bestehenden Potential- 
gefilles abflachen mu und schlieBlich beim Cherwiegen des positiven 
Thrombins sich gegen die negative Elektrode ausbauscht. Es ist selbst- 
verstandlich, daB das natiirliche Fibringerinnsel mit seinem UberschuB 
an Thrombin ebenfalls eine positive Ladung tragen wird. 

Die oben beschriebenen Versuche, aus denen geschlossen wurde, daB 
ein Uberschu8 an Ladung bei einem der entgegengesetzt geladenen Kolloide 
die Ladung des Gerinnsels bedingt, und daB8 eine Kuppelung stattfindet 
zwischen Thrombin und negativen Serumkolloiden, ohne daB es dabei 


za sichtbarer Ausflockung kommt, sind in guter Ubereinstimmung mit 
den Untersuchungen iiber Koazervation von Bungenberg de Jong’. Unter 


1 Diese Zeitschr. 212, 318, 1929; 221, 166, 182 u. 392. 1930. 
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Koazervation wird verstanden eine der Ausflockung ahnliche Erscheinu 
welche ebenfalls als Folge einer Reaktion zwischen einem negativ wu 
einem positiv geladenen Kolloid eintritt, sich aber von der Ausflockun, 
dadurch unterscheidet, daB das gefallte Kolloid noch einen Teil des Wass 
behalten hat und dadurch in fliissigem Zustande vorliegt. Das Koazervat 
kann aus einem der zwei reagierenden Kolloide bestehen, oder auch aus 
beiden. Im letzteren Falle wird es ..Komplexkoazervat’’ genannt. Di 
Ladung des Komplexkoazervats wird bestimmt durch die Summe de: 
Ladungen der zwei entgegengesetzt geladenen Komponenten. Wenn folglic! 
der gesamte Betrag der positiven Ladung dem der negativen gleich ist 
wird das resultierende Koazervat keine Ladung besitzen. Wenn eine de 
beiden Ladungen iiberwiegt, wird das Koazervat geladen sein, und zwai 
im Sinne der iiberwiegenden Ladung. Wenn schlieBlich eine der beide: 
Ladungen zu stark iiberwiegt, wird es gar nicht mehr zur Koazervatio: 
kommen. Die Micellen, welche durch die entgegengesetzt geladenen Kolloici 
gebildet werden, behalten in diesem Falle noch geniigend Ladung, um in 
Solzustand zu beharren. Bungenberg de Jong spricht in diesem Falle von 
einem .,Komplexkoazervatsol**. Der Ablauf der Reaktion verraét sich nu 
durch eine Abnahme der Viskositat (durch Abnahme der Solvatmante! 

DaB WKoazervation und Ausflockung tatsachlich zwei wesensgleich: 
Erscheinungen darstellen, wird durch folgenden Versuch von dem yi 
nannten Forscher noch naher belegt. Es zeigte sich naimlich, daB sich bei 
der Einwirkung von Gummi arabicum auf Serumalbumin sowohl ein 
fliissiges Koazervat wie eine feste Ausflockung hilden kann, je nach dem 
verschiedenen px der Reaktionsfliissigkeit. Den Ubergang von der fliissigen 
in die feste Phase schreibt Bungenberg de Jong der Degeneration des Serum 
albumins zu. 

Wenn man nun annimmt, dab sich das Fibrinogen im festen 
Fibringerinnsel ebenfalls in degeneriertem Zustande befindet und 
dadurch seine urspriingliche negative Ladung ganz oder teilweise ver- 
lorengegangen ist, wird es klar, daB das urspriinglich gebundene positiy 
geladene Thrombin wieder in Freiheit gesetzt wird. Hierdurch wird 
die seit langem gesuchte Erklérung gegeben fiir die Tatsache, dab 
kurz nach der Gerinnung im Blutserum ‘mehr Thrombin nachweisba: 
ist als im Plasma unmittelbar vor der Gerinnung (Nolf); diese Tatsache 
hat bekanntlich zur Fermenttheorie des Thrombins gefiihrt. Es ist 
eben wahrscheinlich, daB vor der Gerinnung das vorhandene Thrombin 
schon an das Fibrinogen gebunden war; nachdem dann durch Ver- 
mehrung des Thrombins die negative Ladung der Fibrinogen-Thrombin- 
micelle unter einen kritischen Wert gefallen ist, muB es zur Koazervation 
kommen und sekundér durch Degeneration des Fibrinogens zur Aus 
flockung (d. h. Gerinnung). 


Es bleibt jetzt die Frage, warum es wohl in vivo und nicht in vitro 
zur Blutgerinnung kommt, und weshalb die intravenése Einfiihrung 
von Thrombin, z. B. in der Form von frischem Serum, nicht zu all 
gemeiner Thrombose fiihrt. Die nachstliegende Erklarung scheint mi! 
zu sein, daB das positiv geladene Thrombin zwischen der negatiy 
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adenen GefaBwand seine Individualitat als selbstandiges clektrisch 

ladenes Kolloid nicht zu bewahren vermag. In derselben Weise, wie 
das Thrombin durch die Glaswand adsorbiert wird, wird es von der 
GefaBwand festgehalten. Wenn man schlieBlich beriicksichtigt, dab 
aus allen Geweben das Heparin zu bereiten ist, welches imstande ist, 

hrombin in Prothrombin zuriickzufiihren!, dann liegt die Méglichkeit 
wohl sehr nahe, daB ebenfalls in vivo eine Umwandlung des adsorbierten 
Thrombins in Prothrombin stattfindet, welches dann wiederum ohne 
Beschwerden dem Blute zugefiihrt werden kann. Man kénnte folglich 
annehmen, da in vivo wie in vitro dauernd Thrombin gebildet wird, 
daB aber in vivo die Konzentration durch die adsorbierende Wirkung 
der GefaBwand nicht geniigend steigen kann, um zur Ausfallung des 
Fibrinogens zu fiihren. Dies kann wohl stattfinden, wenn die Gefab- 
wand durch eine Glaswand, welche das Thrombin zwar ebenfalls 
adsorbiert, aber das Thrombin nicht in Prothrombin zuriickzufiihren 
vermag, ersetzt wird. Diese Erklarung erscheint mir auf jeden Fall 
plausibler als die Annahme, daB sich in vivo kein Thrombin bilden 
wiirde, und nach welcher fiir dessen Bildung die Lasion eines beliebigen 
Fremdkoérpers als auslésendes Moment herangezogen werden miiBbte. 


Zusammenfassung. 

1. Mittels der Kataphorese wird gezeigt, daB Thrombin eine positive 
elektrische Ladung besitzt, wihrend das Prothrombin, wie alle anderen 
Plasmakolloide, negativ geladen ist. 

2. Auf Grund dessen wird die Blutgerinnung angesehen als eine 
Ausflockung des negativ geladenen Fibrinogens durch das _positiv 
geladene Thrombin. 

3. Durch kolloid-osmotische Messungen laBt sich zeigen, dab, 
obwohl es durch die Einwirkung von Thrombin nicht zur Ausflockung 
der SerumeiweiBkérper kommt, doch eine Kuppelung zwischen beiden 
Korpern stattfindet. ; 

4. An der Hand von Versuchen von Bungenberg de Jong wird aus- 
einandergesetzt, daB ohne Thrombinneubildung nach der Gerinnung 
mehr Thrombin vorhanden sein kann als vorher. 

5. Es wird eine Hypothese aufgestellt, nach welcher in vivo dauernd 
Thrombinbildung stattfindet. Dieses Thrombin wird aber von dei 
negativen GefaBwand adsorbiert. Moglicherweise wird das adsorbierte 
Thrombin, nachdem es durch Heparin in Prothrombin riickverwandelt 
worden ist, wiederum dem Blute zuriickgegeben. 


1 Mills, Amer. J. of Physiol. 76, 1926. 




















Chemische Untersuchungen iiber die Erregung des Nervus 
accelerans unter dem Einflusse von Wasserstoffionen und 
kapillaraktiven Substanzen. 


Von 
Betty Hofer. 


{Aus dem Physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Ber 


(Eingegangen am 30. Dezember 1931.) 
Mit 9 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 

In einer Reihe von Arbeiten des Berner Physiologischen Instituts 
wurde gezeigt, dab die gallensauren Salze unter anderem die eigen 
tiimliche Wirkung haben, daB sie Atropin von einer vaguslihmenden 21: 
einer vagotropen Substanz machen. Die nahere Analyse, durch Asher 
und Scheinfinkel! durchgefiihrt, hat ergeben, daB diese echte Umkehr- 
wirkung an die Kapillaraktivitat der Gallensduren gekniipft ist. Dir 
Umkehr der Atropinwirkung wird auch von anderen kapillaraktiven 
Stoffen gegeben, beispielsweise von Caprylalkohol und Eucupinen 
Im weiteren Verfolg zeigte sich, daB ausschlieBlich hemmende Wirkunge 
its erregende umgekehrt wurden, nicht aber erregende in hemmende, so 
daB eine eigenartige Beziehung zwischen dem Hemmungsmechanismus 
und der Kapillaraktivitat zu bestehen scheint. In ihrer oben genannten 
Arbeit haben Asher und Scheinfinkel auch die Frage der Einwirkung 
des sympathicuslahmenden Ergotamins gestreift, und in einigen Vor 
versuchen, die sie angestellt haben, beobachtet, daB auch die hemmenc 
Ergotaminwirkung auf den Sympathicus unter der Einwirkung kapilla: 
aktiver Stoffe verschwand und anstatt dessen, bei Reizung des gemein 
schaftlichen Vagus-Acceleransstammes, ausgesprochene Accelerans 
wirkungen auftraten. 

Bei der Bedeutung dieses Sachverhaltes schien es geraten zu sein 
iiber die Beeinflussung des Accelerans durch kapillaraktive Stoff 
eine eigene Untersuchung zu beginnen, und ich folgte daher dem Rate 


1 LL. Asher u. N. Scheinfinkel, diese Zeitschr. 186, 87. 1927. 
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| Prof. Asher, die Wirkung von Ergotamin auf den Nervus accelerans 

und nach Behandlung des Herzens mit kapillaraktiven Stoffen zu 

tersuchen. Der Umstand, daB seither durch Krdupl eine Methode 

‘haffen worden ist, streng isoliert den Nervus accelerans ohne jede 
Beteiligung des Nervus vagus zu reizen, war fiir die geplante Unter- 
suchung jedenfalls von groBem Vorteil. 

Ehe ich aber mit dieser meiner Hauptaufgabe begann, sollte 
gewissermaBen als Einleitung der EinfluB wechselnder Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen auf die Erregbarkeit des Nervus accelerans gepriift 
werden. Hierfiir lagen mehrere Veranlassungen vor. Eine davon war 
die, daB Atzler und Miiller' bei ihrer Nachpriifung der Léwischen 
Bbehauptung von spezifischen Acceleransstoffen zur Auffassung ge- 
langten, daB eine geanderte Wasserstoffionenkonzentration die Erregung 
des Accelerans bei den Ubertragungsversuchen bewirkte. Die andere 
Veranlassung war darin gelegen, da Scheitlin® in einer Arbeit aus dem 
Berner Physiologischen Institut gefunden hatte, daB eine geringfiigige 
Vermehrung der Wasserstoffionenkonzentration in der Ringerlésung 
eine Erhéhung der Erregbarkeit des Nervus accelerans bewirkte. Diese 
letzteren Versuche waren aber nicht streng quantitativ ausgefiihit 
und bedurften aus diesem Grunde einer Erginzung durch quantitative 
Versuche. 

Der Plan des ersten Teiles meiner Arbeit bestand darin, Lésungen 
bekannter Wasserstoffionenkonzentrationen herzustellen und = diese 
auf das Froschherz einwirken zu lassen und wahrend der Perfusion 
mit den Lésungen verschiedener Wasserstoffionenkonzentrationen die 
Erregbarkeit des Nervus accelerans in bekannter Weise zu priifen. Mit 
Absicht habe ich mich auf Variationen der Wasserstoffionenkonzentra - 
tionen beschrankt, welche nicht wesentlich die in physiologischen Be- 
dingungen vorkommenden mdéglichen Schwankungen_ iiberschreiten 
durften. 

Die Praparationsmethode des Nervus accelerans und des Frosch- 
herzens ist fiir alle Teile der Arbeit die gleiche, weshalb ich sie an dieser 
Stelle vorausschicke. 

Methodik. 

Praparation des Frosches. Das Tier wurde dekapitiert, das Riickenmark 
zerstért und der Hinterkérper in TrommelfellhGhe weggeschnitten. Durch 
Entfernung des Schultergiirtels und des Brustkorbes wurde das Herz 
freigelegt. Hatte ich nun das Priparat, bestehend aus Wirbelséiule mit 
tippen, Unterkiefer mit Osophagus hergestellt, so ging ich iiber zur sorg 
faltigen Préparation des Nervus accelerans cordis nach der Methode von 
Krdupl, die bereits von M. Fischer und W. Scheitlin im Berner Physiologi 
schen Institut erfolgreich angewandt wurde. 


1 EB. Atzler u. E. Miiller, Pfliigers Arch. 207, 1, 1925. 
2 W. Scheitlin, Zeitschr. f. Biol. 91, 99, 1931. 
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Prdparation des Nervus accelerans. Ein der Wirbelsaéule  entla 
ziehendes GefaiBbiindel enthalt den sympathischen Grenzstrang, der n 
dem dritten Spinalnerven durch feine Aste verbunden ist. Der Nervi 


spinalis wird etwa lem von der Wirbelséule entfernt abgeschnitten. Avi 
diesem Stiick befinden sich ganz nahe der Wirbelsaule die Ganglien symp. I || 
und IV, die die Wurzeln zum Nervus accelerans cordis abgeben. Dieses 
Teilstiickchen des Nervus spinalis wurde nun behufs Reizung des Nervus 
accelerans auf die Platinelektroden gelegt. Die Reizung fand durch eine: 
nach Kronecker geeichten Induktionsapparat statt. 

Lage des Prdparates. Fi die erste Versuchsreihe, um die Erregbarkeit 
des Nervus accelerans zu priifen, wenn das Herz mit Lésungen von ver 
schiedener Wasserstoffionenkonzentration durchspiilt wird, wurde das 
oben beschriebene Praiparat auf einer Korkplatte in waagrechter Lay: 
gut fixiert. 

Von der Kammerseite her wurde zwecks Durchspiilung des Vorhots 
eine kleine Glaskaniile ins Herz eingefiihrt und durch Ligaturen befestigt 
und zwar so, daB zugleich die Kammer abgebunden und auBer Tatigkeit 
gesetzt wurde. Als Abflu®B dienten die offengelassenen, angeschnittene: 
Venen. Diese ins Herz eingebundene Kaniile stand in Verbindung mittels 
eines Schlauches mit drei an Stativen befestigten Mariotteschen Flaschen 
deren Lage leicht verinderlich war, um jeweils den geringst erforderlicher 
Druck zu erhalten. 

Die Korkplatte mit dem Praparat wurde sodann an einem Baslerstati\ 
neben dem Kymographion befestigt. Ein schwedischer Hebel iibertrug dir 
Bewegungen des Vorhofs auf das rotierende Kymographion. 

pu-Bestimmung. In den drei .Wariotteschen Flaschen befanden sic! 
die Lésungen A, B und C mit den drei verschiedenen Wasserstoffionen 
konzentrationen, und zwar: 

Lésung A mit pu 6,3 
B . pa= 7,3 
re C » OE 7.8 


Die Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration der von mi: 
benutzten Lésungen machte ich mit dem von dem Schweizerischen Serum 
und Impfinstitut gelieferten Jonoscop, welches auf dem Kolorimete: 
prinzip beruht. Es handelt sich darum, nach Zusatz von Paranitropheno 
zu der zu priifenden Lésung diejenige, gleichfalls mit Paranitropheno 
versetzte Eichlésung von bekannter Wasserstoffionenkonzentration z 
finden, welche den gleichen Farbenton besitzt. 

Um Ringerlésung verschiedener Wasserstoffionenkonzentration — zu 
erhalten, habe ich teils die Ringerlésung mit berechneten Mengen von 
priméirem und sekundirem Phosphat versetzt und spater, weil mir de! 
Phosphatzusatz gewisse St6rungen zu verursachen schien, habe ich di 
verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen durch Zusatz kleinste: 
Mengen von n/10 Salzsaéure hergestellt. Die Ausgangsringerlésung hatt: 
ein px von 7,3. Mit dieser verglich ich eine Lésung px 6,3 und eine solch: 
von px 7,8. 

Der Vergleich mit diesen drei Lésungen ergab, daB in der Mehrzah 
der Falle die Erregbarkeit des Nervus accelerans in der Lésung mit de: 
geringsten Wasserstoffzahl, also der am meisten sauren Lésung, etwa- 
groBer war als in den Lésungen geringerer Aziditat, wahrend die Erreg- 
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ha keit in der am meisten alkalischen Lésung geringer war. Anders 
tad es mit der erzielten Kontraktionshéhe. Die beiden Folgen der 
\celeransreizung bestehen in der Beschleunigung und in der Erhéhung 
des Schlagstarke. Da ich mit einem Vorhofspraparat arbeitete, so ist 
namentlich die Erhéhung der Schlagstarke sehr ausgesprochen und 
feilt in keinem gelungenen Versuch, aber es zeigte sich doch auch in 


en meisten Fallen eine Beschleunigung. Da es sich nur um die Kon- 
traktionen des isolierten Vorhofs handelt, sind die absoluten Schlag- 





hohen kleiner. Ich benutzte ausschlieBlich den Vorhof, genau so wie 
n anderen mit ahnlichen Problemen sich befassenden Arbeiten des 
Berner Physiologischen Instituts, weil dieser sich wegen der besseren 
lsolierung der Wirkungen der Herznerven mehr fiir die Bearbeitung 
juantitativer Fragen eignet und namentlich die Komplikationen der 
lromotropen Wirkung auf die Kammer durch Benutzung des Vorhofs 
iusgeschlossen werden. 

Wahrend die Erregbarkeit des Nervus accelerans, gepriift mit 
Schwellenreiz bei Durchstr6mung mit der am meisten sauren Lésung, 
im gréBten war, waren andererseits die Schlagstarken in dieser Lésung 
von vornherein am kleinsten, so da eine gréBere Férderung der ino- 
tropen Wirkung bei dieser Lésung nicht zu beobachten war. 


Besprechung der Versuche. 
Aus der Reihe meiner Versuche gebe ich folgende Versuchsbeispiele. 
Zunachst bringe ich einige Beispiele aus einer Versuchsreihe vom 26. No- 
vember 1930. 


NANINNINANS SOND 





Abb. la. 








Abb. le. 


In Abb. la wurde der Nervus accelerans gereizt. und es ergab sich als 
Schwellenwert die Reizstarke von 1500. Es tritt eine deutliche Beschleuni 
gung und Verstérkung des Herzschlages ein. Abb. lb zeigt ein Beispiel. 
wo der Nervus accelerans gereizt wurde, wahrend der Vorhof mit der 
Losung pu 6,3 perfundiert wurde. Die Kontraktionen sind unter dem 
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EintluB der sauren Losung sehr klein, aber schon mit der Reizstarke 
ist der Schwellenwert erreicht. und die Kontraktionen werden deut! 
starker. Abb. le gibt ein Beispiel der Wirksamkeit des Nervus acceler 
wahrend der Durchspiilung mit der L6sung von einem pu 7,8. Der Schwell 
wert sank rasch, so daB eine Reizstarke von 1800, ja sogar von 2000 erford 
lich war. um die hier abgebildete Beschleunigung und Verstarkung 
Herzschlages zu erzielen. 

Aus dem Versuch vom 12. Dezember 1930 bringe ich drei weit: 
Beispiele. 

In Abb. 2a wird ein Kurvenabschnitt aus einer Phase dargeste 
wo der Vorhof mit der normalen Ringerlésung mit einer px 7.3 durchstré: 


wird. Die erforderliche Reizstarke, um den Accelerans zu erregen, betrict 


zwischen 1500 und 2000, welches der Schwellenwert ist. Dieser Schwell 
wert erzielt eine deutliche Beschleunigung. wahrend eine Verstarkung ¢ 
Herzschlages nicht sichtbar ist. vermutlich wegen der relativ groBen B 


schleunigung des Herzschlages. 
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Abb. 2a Abb. 2b 
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Abb. 2e. 


Sodann wurde der Vorhof mit der sauren Lésung von py 6.3 durcl 
atrOmt. In dieser Phase schwanken die Schwellenreize zwischen 700 uw 
1000 Reizstarke. 

Abb. 2b gibt den Erfolg einer 80 Sekunden lang dauernden Reizung 
bestehend in einer deutlichen Verstaérkung und Beschleunigung der Kor 
traktionen. 

SchlieBlich wurde der Vorhof mit der relativ alkalischen L6sung vor 


pu 7.8 durchstrémt. Der in dieser Periode gefundene Schwellenwert betrug 


1300, und der Erfolg einer 100 Sekunden lang andauernden Reizung ist i 
Abb. 2c dargestellt. 

In diesem Falle ist die Schwellenerregbarkeit zwar geringer als be 
Perfusion mit der sauren Lésung, aber in der Mehrzahl meiner Versuch: 


ist doch die Erregbarkeit bei Perfusion mit der alkalischen Lésung etwa- 


geringer als bei der Perfusion mit der Normallésung. 

Der zweite Teil meiner Untersuchungen, der Hauptteil der Arbeit 
behandelte den EinfluB von Ergotamin und Caprylalkohol auf die Erregba 
keit des isolierten Accelerans. Diese Versuche wurden teils am ganze? 


Herzen angestellt, um nicht die viele Fliissigkeit brauchende Perfusion de- 


Vorhofs anwenden zu miissen, teils habe ich jedoch auch den Vorhof benutzt 
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em. Untersuchungen tiber die Erregung des Nervus accelerans ay | 
un ich von der Kammer aus eine kleine Kaniile in den Vorhof fiihrte, 
von dort den Vorhof zu fiillen, und die zum Vorhof fiihrenden Venen 
Weise abband, da®B hierdurch die zum Herzen fiihrenden Nerven 
Der so hergestellte Vorhof kann in der gleichen 
Selbstverstandlich sind die Kon- 


ier 

it beschadigt wurden. 

\ouse benutzt werden wie die Kammer. 

tionen dieses Gebildes viel kleiner als diejenigen der ganzen Kammer. 

ler Uublichen Weise kam in die Aorta eine Symeskaniile, von welcher 
die verschiedenen Fillungen des Herzens vorgenommen wurden. 

In einigen Versuchen habe ich auf der einen Seite nach der Methode 

n Krdupl den Accelerans, auf der anderen Seite den Vagus prapariert, 

feizung des Nervus vagus zu 

Scheintinkel mitgeteilten 


1 auch das Eintreten der Erscheimung bei 
wobachten, und dadurch die von Asher und 
Uber die Fixierung des Praparats und die Reiz- 
anordnung bedarf es keiner weiteren Angaben, da es sich um bekannte 
\nordnungen handelt. Wie schon in der Einleitung erwahnt wurde, handelt 

sich bei dieser Versuchsreihe darum, zu sehen. wie sich der Nervus acce 
erans bel einem ergotaminisierten Herzen verhalten wurde, wenn dasselbe 
mit Caprylalkohol vorbehandelt wird. Die Wirkung des Ergotamins am 
bekannte. Es schaltet. in der richtigen Weise an- 
Ohne 


Befunde zu erganzen. 


Froschherzen ist eine 
gewendet, jede Wirkung des Accelerans auf das Froschherz aus. 
daB es notwendig ist. auf den eigentlichen Mechanismus einzugehen. darf 
man wohl die Behauptung, daB Ergotamin selektiv die Wirksamkeit des 
Accelerans auf das Froschherz aufhebt, als eine zutreffende bezeichnen. 
In diesem Sinne ist der EinfluB des Ergotamins auf den sympathischen 
Mechanismus derselbe, wie der EintluB des Atropins auf den parasympathi- 
schen. Beides sind hemmende Stoffe. 

Meine Versuche verliefen folgendermaBen: Zuerst wurde die Erregbat 
keit des Nervus accelerans und gelegentlich diejenige des Nervus vagus 
Nach Feststellung dieser Erregbarkeit 


am unversehrten Praparat geprift. 
Das von mir benutzte 


habe ich dann das Praparat mit Ergotamin vergiftet. 
Ergotamin war ein mir von der Firma Sandoz u. Cie. in Basel giitigst zur 
Verfiigung gestelltes Gynergenpraparat, steril in Ampullen enthalten. 
Nach der Vergiftung mit Ergotamin wurde das Verschwinden jeglicher 
Wirkung des Accelerans auf das Praparat festgestellt, das Verschwinden 
von Beschleunigungs- und Verstarkungswirkung. Sodann schritt’ ich zur 
Behandlung des Praparats mit Caprylalkohol und priifte nach einiger Zeit 
erneut die Erregbarkeit des Nervus accelerans. In manchen Fallen habe 
ich, um ganz sicher zu gehen, noch ein zweites Mal das Herz mit Ergotamin 


behandelt und dann erst die entscheidenden Versuche angestellt. 


Die Versuche sind mit einiger Vorsicht auszufiihren, und man begegnet 
Ofters nicht geringen Schwierigkeiten, indem die Herztaitigkeit unter dem 
KintluB der doppelten Vergiftung doch sichtlich leidet. aber selbst in diesen 
Fallen lassen sich doch die wesentlichsten Tatsachen. auf die es ankommt. 
Im Gegenteil ist manchmal die Erweckung aus einer kaum noch 
doch immerhin deutlich sichtbaren Tatigkeit etwas 
eine hinreichende Zahl von 


erkennen. 
sichtbaren zu einer 
recht tberzeugendes. Ich verfiige aber tiber 
Fallen, in denen trotz der doppelten Vergiftung eine genitigende Kontrak- 
tionsfahigkeit des Praparats erhalten blieb. Manchmal kann man einen 
etwa eingetretenen ungeniigenden Zustand des Praparats durch eine ganz 


kurzdauernde Auswaschung mit normaler Ringerl6sung verbessern. — Ich 


habe mich durch eigens darauf gerichtete Versuche tiberzeugt, daB bei 


bloBer Ergotaminvergiftung, ohne Anwendung von Caprylalkohol, eine 
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kurzdauernde Auswaschung mit Ringerlésung keinesfalls die Leisty 
fahigkeit des Accelerans wieder herstellt. 

Wiederum bringe ich, ehe ich auf einzelne Versuchsbeispiele ; 
Beweis eingehe, das wesentliche Ergebnis der besprochenen  Versu: }y 
Zum Vvoraus. 

Zunachst einmal habe ich ausnahmslos bestatigen kénnen. daB® nic} 
Vergiftung mit Ergotamin eine vorher vorhandene Erregbarkeit des Nery ys 
accelerans vollstindig verschwindet. Das Bild andert sich, wenn man 
Caprylalkohol gegeben hat. Der Caprylalkohol wird in Ringerlésung aui 
gelést in Konzentrationen 1: 10000 bis 1: 5000. Die jeweilige passendst. 
Konzentration muB ausprobiert werden. Verdiinntere Konzentratione 
als 1: LOO0OO sind meist nicht in der Lage, die Umkehrwirkung auszulés: 
wahrend starkere Konzentrationen als 1: 5000 das Herz sehr schadig: 
zum mindesten aber die nervésen Mechanismen ihrer Leistungsfahigk: 
berauben. Wenn nun nach der Anwendung von Caprylalkohol. und _ ins 
besondere in Verbindung mit wiederholter Hinzufiigung von Ergotamin 


1, 


t 





Abb. 3a. 





Abd. 3b. 


die Erregbarkeit des Nervus accelerans gepriift wird, zeigt sich, daB diesel! 
wiederkehrt. Die Wiederkehr ist keine zur Norm. Es handelt sich nic} 
darum, da®B man mit den anfanglichen schwachsten Reizstarken stark: 
Beschleunigung und Verstaérkung des Herzschlages erhalt, aber man sieht 
doch bei Reizstarken, die nicht itibermaBiger Natur sind, deutliche Wirkunge! 
eintreten, bald Verstarkung. bald Beschleunigung. manchmal auch sehr 
deutlich beides zusammen. Es kann also kein Zweifel dariiber besteher 


daB die Behandlung mit Caprylalkohol die vollstaéndige Ausschaltung des 


sympathischen Mechanismus wieder beseitigt und namentlich, da d 
Erregbarkeit des Nervus accelerans erhalten bleibt, wenn nach Capry 
alkohol erneut Ergotamin gegeben wird. 

Um das Gesagte zu illustrieren, bringe ich einige Versuchsbeispiel 
die einem Versuch vom 2. Februar 1931 entstammen und an einem Vorhot 


praparat ausgefiihrt sind. 
Abb. 3a zeigt die Wirkung einer Reizung des Accelerans mit 1000 Re 
starken. die 70 Sekunden lang andauerte. Beschleunigung und Verstarkut 
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em. Untersuchungen tiber die Erregung des Nervus aeccelerans. 


jerzschlages sind deutlich erkennbar. Das Herz wurde sodann mehrfach 
Ergotamin behandelt und das Verschwinden jeglicher Accelerans- 
ung durch mehrfache Reizung konstatiert. Sodann wurde Capryl 
hol und Ergotamin gegeben. Im Laufe der Zeit hatte sich der Herz- 
verlangsamt und verschlechtert. In dieser Phase zeigt Abb. 3b 
Xeizstarke von 
Ver 


ig 
Wirkung einer erneuten Acceleransreizung mit einer 
) Kroneckereinheiten. Die Wirksamkeit des Accelerans ist an der 
kung der Kontraktionen infolge der Reizung deutlich erkennbar. 
Das gleiche zeigt ein Versuchsbeispiel aus einem Versuch vom 
Januar 1931, gleichfalls an einem Vorhofspraéparat. 

Abb. 4a zeigt den Erfolg der Acceleransreizung am Anfang des Ver- 
hs. und zwar bei einer Reizung mit einer Reizstarke von 1000 Kronecker 
einheiten. Nach der Vergiftung mit Ergotamin und dem Wegfall jeder 
\cceleranswirkung und der darauffolgenden Behandlung mit Caprylalkohol 
eine immerhin erkennbare Wirkung det 


ind Ergotamin zeigt Abb. 4b 
5000 Kroneckereinheiten. 


Reizung des Nervus accelerans mit 


\ 


SUNN NU YS 


Abb. 4a. 


Wuelpyhaye 


\bb. 4b 


Das nachfolgende Versuchsbeispiel vom 16. Dezember 1930 am Vorhofs 
praparat bringe ich deshalb, weil es einen von mir haufig beobachteten Spezia] 
fall zeigt, der darin besteht, daB nach Behandlung mit Caprylalkohol und 
Ergotamin die Reizung des Nervus accelerans den Herzschlag férdert und 
diese Férderung dann lange Zeit nach SchluB der Reizung andauert. eine 
Erscheinung, die mit der Beobachtung analog ist, daB gelegentlich am still- 
stehenden Herzen die Reizung des Nervus accelerans das Herz zum Schlagen 


bringen kann und dann der einmal geweckte Herzschlag zunachst be- 


stehen bleibt. 
Abb. 5a zeigt die Wirkung der Reizung des Nervus accelerans im 
in einer merklichen Férderung des 


Beginn des Versuchs. Sie besteht nut 
1000 Einheiten gereizt. 


Herzschlages. Der Accelerans wurde mit 

Abb. 5b zeigt nach Caprylalkohol- und Ergotaminbehandlung die 
Wiederkehr der vorher bei bloBer Ergotaminisierung vollstandig ver- 
schwundenen Wirksamkeit des Accelerans. und zwar wurde die Wirkung 
erzielt mit einer Reizstarke von 2000 Ejinheiten. 
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Man sieht aus Abb. 5b, daB eine Beschleunigung und Verstark 
des Herzschlages eintritt und daB die Verstérkung auch lange nach ce; , 
Reizung andauert. 
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Abb. 5b. 


Aus dem Versuch vom 30. Januar 1931 bringe ich in den nachfolgencd: 
Beispielen einen sehr beweisenden Fall. Zu Beginn des Versuchs erzeugt 
die Reizung des isolierten Nervus accelerans mit 2000 Reizstarken ei 





deutliche Beschleunigung sowie eine Verstaérkung des Herzschlages. 
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In diesem Falle war das Praparat das ganze Herz. Bei mehrfach handh 
Wiederholung der Reizung ergab sich immer wieder die ausgesprochei ilkoho 
Acceleranswirkung bei der gleichen Reizstarke. Sodann wurde das He vor je 
mit Ergotaminlésung vergiftet. Ich iiberzeugte mich, daB jede Reizwirku! D 
des Nervus accelerans verschwunden war. Als Beleg bringe ich Abb. 6 dieser 


Man sieht, daB die Reizung nicht den geringsten Effekt zeitigt. Soda eines 








em l ntersuchungen uber die Erregung des Nervus accelerans oe 


ich das Herz mit einer Caprylalkoholl6sung 1: 5000 behandelt und 
rdem sofort nochmals Ergotamin gegeben Hiernach erzeugte eine 
ung des Nervus accelerans mit einer Stromstarke von nur 2500 Ein- 
en eine deutliche Verstarkung des Herzschlages, wie aus Abb. 6 
orgeht. 
Man wird kaum verlangen kénnen. da nach so langer Behandlung 
nicht indifferenten Gaiften die urspriingliche Erregbarkeit des Nervus 
lerans wiederkehrt: daB tberhaupt eine so deutliche Wiederkehr der 
eleranserregung statttindet. die ich in dieser Versuchsreihe noch ein 
rmal konstatieren konnte. beweist memes Erachtens evident. da®B 
ter dem Eintlu8 des Caprylalkohols das Ergotamin seine laihmende 
Wirkung auf den sympathischen Mechanismus mehr oder weniger verliert. 
Nicht weniger klar tritt det Sachverhalt n dem Versuchsbeispiel aus 
Versuch vom 3. Februar 1931 hervor. Vor jeder Vergiftung ergab die 


Reizung des Nervus accelerans (Abb. 7a) mit 2000 Einheiten eine deutliche 


Beschleunigung des Perzens. 





Abb. 71 





Abb 


Nach der Vergiftung mit Ergotamin |]: 10000 war jede Reizwirkung 
des Nervus accelerans verschwunden. 
Nach Feststellung des Verschwindens der Acceleranswirkung unter dem 


EinfluB von Ergotamin wurde sofort mit Caprylalkohol 1: 15000 behandelt 
> POOOO 








ind auBerdem zur Sicherheit nochmals eine Ergotaminlé6sung | 
aut das Herz angewanat. Kurze Zeit darauf ergab die Reizung des Acce- 
mit der Stromstarke 2500 eine deutliche Wiederkehr der Wirkung 


lerans 
des Nervus accelerans. Ich habe dann das Herz nochmals mit Capryl 
ikohol und Ergotamin behandelt und daraufhin den Accelerans gereizt 


Abb. 7d aus diese! Versuchsphase Zeigt die Wiederkehr det Accelerans 
wirkung noch deutlicher als vorher 
Im Versuch vom 6. Februar 1931 bringe ich ganz besonders beweisende 
Beispiele fiur che W iederkehi der Erregbarkeit des Accelerans nach be 
handlung des Priparats, es ist diesmal ein Vorhofspraparat. mit Capry! 
alkohol und Ergotamin. Die Wirkung des Accelerans Im Antang des Versuchs 
or jeder Behandlung zeigt Abb. Sa. 
Die Wirkung wurde erzielt mit der Reizstarke S00. Nach Feststellung 
dieser Wirkung wurde. da ich hinreichende Erfahrung tiber die Wirksamkeit 
eines Ergotaminpraparats hatte. der Vorhof sofort sowohl mit Capry! 
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alkohol 1: 15000, sowie mit Ergotamin |: 10000 behandelt. Ich habs 
ersten Behandlung des Vorhots mit Caprylalkohol und Ergotamin mehrta 
Betraufelung des Vorhofs mit Ergotamin und Caprylalkohol nachfo! 
lassen. Nach diesen mehrfachen Eingriftfen ergab regelmaBig die Reiz 
des Nervus accelerans eine sehr deutliche Wirkung, wovon die bei 
Abb. 8b und 8e Beispiele geben. Diese Wirkungen sind mit der geri 
Reizstarke von 700 erzielt. Man erkennt nicht allein die Tatsache 
Vorhandenseins einer Acceleranswirkung, sondern sie ist sogar noch 
gesprochener als im Anfang des Versuchs vor jeder Gittbehandlung 
Vorhofs. 

Zu meiner Orientierung habe ich auch die urspriinglichen Versu 
von Asher und Scheinfinkel wiederholt, in denen nicht der Nervus accelet 
sondern der Vagusstamm gereizt wurde. Hier ergab die Behandlung 
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Abb. 8a. 


Ergotamin und Caprylalkohol bei Reizung des Vagus ganz ausgesproche! 
Wirkung wie diejenige einer isolierten Acceleransreizung. Diese Beo 
achtung konnte ich bestatigen, und ich kann daher auf eine Reprodukti 
von beweisenden Kurven verzichten. 


SchlieBlich habe ich zur Priifung meiner Caprylalkoholl6sung « 


frithere Feststellung der Asherschen Schule, dais die Atropinwirkung um 


gekehrt wird, bestatigen k6Onnen. Ein Herz wurde mit Caprylalkol 
1: 10000 behandelt. Zusatz von Atropin 1: 500 gab die beiden in Abb 
abgebildeten Wirkungen. 


Im ersten Falle erzeugte die Einfiihrung von Atropin  vollstandige: 


Stillstand. im zweiten Falle Verlangsamung des Herzschlages und negat 
inotrope Wirkung. 


Als wesentliches Ergebnis meiner Arbeit betrachte ich den Naci 


weis, daB durch den Zusatz von einer so stark kapillaraktiven Substa: 


wie Caprylalkohol zu dem Inhalt des Vorhofs oder des Herzens «i 


Wirkung des sonst den Accelerans vollig lahmenden Ergotamins au 
gehoben wird, so dab selbst bei Andauer der Ergotaminisierung «i 


Nervus accelerans wieder erregbar wird. Die Bedeutung dieses Erge! 


nisses liegt darin, dab es zeigt, wie nicht bloB die Hemmung des pa 


sympathischen Mechanismus durch ein parasympathisch lahmend: 
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aufgehoben, ja sogar umgekehrt wird, sondern, da auch die 

<tiv lahmende Wirkung eines sympathisch lahmenden Giftes durch 

n kapillaraktiven Stoff wenigstens teilweise beseitigt wird. Es 

lemnach ein neuer Fall gefunden worden, wo in den Mechanismus 
s lahmenden oder hemmenden Vorganges der physikochemische 

Faktor der hohen Oberflachenaktivitat eingreift. Es erscheint dahet 
sichtsreich, die Beziehungen zwischen Kapillaraktivitat und 

nmendem Mechanismus weiter zu verfolgen, weil dadurch die Aus 

ht eréffnet wird, in den Mechanismus parasympathisch und sym 

thisch lahmender Gifte und somit in den Mechanismus autonome! 


Hemmungen weiter eindringen zu kénnen 





Abb. 9a 





Zusammengefapt sind die Ergebnisse der vorstehenden Arbeit dit 
nachfolgenden : 

1. Es wurde gezeigt, da} die Erregbarkeit des Nervus accelerans 
bei einer geringfiigigen Abnahme der pq-Zahl groBer wird, wahrend 
sie bei einer geringfiigigen Zunahme tber den Normalwert etwa gat 


nicht verandert, oder etwas herabgesetzt ist Etwas anders verhalt 
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sich die Schlagstarke des Vorhofs bzw. der Kammer. da sie bei e 
geringfigigen Verminderung der py-Zahl deutlich geringer ist. 

2. Durch Behandlung des Vorhofs und des Herzens mit dem st 
kapillaraktiven Caprylalkohol wird eine vorher durch Ergota: 
herbeigefiihrte selektive Laihmung des Nervus accelerans beseit 
Die Reizung des isolierten Nervus accelerans, die yvorher ergebni 
war, verursachte in gelungenen Fallen wiederum eine, wenn auch mi 
nicht sehr starke, aber immerhin deutliche Acceleranswirkung. 

3. Die Beobachtung, dais Vorbehandlung mit Caprylalko 
\tropin von einem vaguslihmenden zu einem vaguserregenden St 


macht, wurde bestatigt. 


4. Da auch die Wirkung sympathisch lahmender Mittel du 


kapillaraktive Stoffe beseitigt wird, erfahrt die Auffassung, dah 


Anderung der Oberflachenspannung besondere Beziehungen 7 


Hemmungsmechanismus besitzt, eine neue Stiitze. 
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Beitrige zur Physiologie der Driisen. 


\ on 
Leon Asher, 


Nr. 126. 


Die Ausscheidung von Kreatinin und Farbstoffen bei Diuresen 
unter moéglichst physiologischen Bedingungen. 


Von 


kL. Descombes. 
{us dem Physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern 


(Eingeqangen am 30. Dezember 1931.) 
Mit 22 Abbildungen im Text 
Kinleitung, 

In einer Reihe von Vorausgehenden Arbeiten wurde = die Harn 
bsonderung unter moglichst physiologischen Bedingungen am Sauge- 
tier untersucht, und es wurde bei diesen Untersuchungen zunichst von 
einer Stellungnahme zu den bekannten Theorien tiber den Mechanismus 
ler Harnabsonderung absichtlich Abstand genommen. Auf diese Weise 
sollte auch vermieden werden, den Versuchsplan und die Deutung der 
Ergebnisse nach einer bestimmten Richtung festzulegen \lle mit 
Hilfe der dort angewandten Methoden erhaltenen Ergebnisse lieBen 
sich ohne Heranziehung der beiden Haupttheorien deuten und durch 
physiologische Momente, die im Organismus stattfinden, hinreichend 
erklaren. Allerdings waren einige der Ergebnisse derart, dali sie sich 
weder mit der herrschenden mehr mechanischen Theorie, noch mit der 
sekretorischen Theorie in Einklang bringen lieBen 

Natutrlich ist mit diesen Feststellungen weder irgend etwas definitis 
im Sinne der einen, noch im Sinne der anderen Theorie entschieden 
Die in unseren Arbeiten erkannten physiologischen Faktoren, welchen 
vesentlich die Regulierung der Art der Harnabsonderung, wie sie in 


inseren Versuchen beobachtet wurde, zuzuschreiben ist. enthebt nicht 


ler Aufgabe, den Versuch zu machen, zu analysieren, inwieweit die 


liuretischen Vorstellungen, wie sie in der mechanischen und in det 
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sekretorischen Theorie aufgestellt werden, anwendbar, ja vielk 
notwendig sind. In erster Linie waren die Gedankengange in Betra: |) 
zu ziehen, die trotz aller als modern bezeichneten Abanderungen, 
die Ludwigschen zu bezeichnen sind, insofern dieselben im Glomer 
einen Ort der Filtration, in den gewundenen Kanalchen Orte der Rii 
resorption erblicken. Das bestechende in dieser Vorstellung liegt in de) 
Prazision der experimentell faBbaren Faktoren und darin, daB «ir 
Niere ausschlieBlich als ein physikalisch-chemisches Modell betrachtet 
kaum anders wirken kénnte, als in der Art und Weise, wie sie Ludw: 
postuliert hat. Und es wiirde das Prinzipielle an den Ludwigsche 
Vorstellungen nicht abandern, selbst wenn man, was wohl ziemlic! 
sicher ist, eine leicht wechselnde Permeabilitat der einzelnen in Betractit 
kommenden Membranen annimmt und wenn man auBerdem noc! 
neben der Ruckresorption den Epithelien der gewundenen Kanalche: 
sekretorische Leistungen zuspricht. Die Anderungen der Permeabilitiit 
verhaltnisse der Niere und die et waigen Sekretionen wiirden der Tatsac|y 
Rechnung tragen, da die Erscheinungen der physiologischen Hai 
absonderung nicht blob aus Faktoren bestehen, die der isolierten Nier 
eigentiimlich sind, sondern hierdurch wiirde dem Umstand Rechnuny 
getragen werden, dab die Niere ein sinngemaiB in die Ganzheit de- 
Organismus eingefiigter Apparat ist. 

Die Ludwigschen Vorstellungen haben eine bemerkenswerte Stutz 
in neuester Zeit vor allem durch Rehbergs Arbeiten in Kroghs Institut 
gefunden!. Rehberg geht von dem Gedanken aus, daB in Kreatini: 
ein Stoff vorliege, der ausschlieBlich in den Glomerulis durch Filtratio: 
ausgeschieden werde und in den gewundenen Kanilchen keine Riick 
resorption erleide. Unter dieser Voraussetzung wiirde das Kreatinin 
wenn man die Konzentration im Blute zur Zeit der Harnabsonderung 
kennt, einen MaBstab fiir die GréBe der Filtration und die GréBe de: 
riickresorbierten Fliissigkeit abgeben. Es ist klar, daB, wenn das 
Kreatinin nur durch die Glomeruli in der Konzentration filtriert wird 
wie es im Blute vorkommt, daB dann die tatsachlich im Harn vor 
gefundene Kreatininkonzentration, die viel gréBer ist als diejenige 
im Blute, nur dadurch erklart werden kann, daB man eine so grolk 
Fliissigkeitsresorption annimmt, um gerade zu dieser Konzentration 
zu gelangen. Aus der Kreatininkonzentration im Harn wird berechnet 
bei bekannter Kreatininkonzentration im Blute, wie groB die im Glom« 
rulus filtrierte Harnmenge sein muB. Von der auf diese Weise erhaltene: 
Filtratmenge wird die im Experiment gefundene Harnmenge abgezogen, 
und die Differenz dieser beiden Werte ergibt nach Rehberg die Meng 
des Riickresorbierten. Es ist zuzugeben, daB sich eine groBe Meng 


1 P. B. Rehberg, Biochem. J. 20, 447 u. 461, 1926. 
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Erscheinungen der Harnabsonderung, die auf Grund dieser An- 

ne berechnet werden, befriedigend sich erklaren lassen und auch 

|. jenige, was wir zurzeit ber die Menge des die Niere durchstr6menden 
8) tes wissen, nicht im Widerspruch mit den Ermittlungen steht. Aber 
, aller guten Ubereinstimmung in denjenigen Arbeiten, die Rehberg 
stellt hat, und in denjenigen, welche sich, wie beispielsweise Poulson, 
vil Rehbergs Annahmen stiitzen, muB man sich doch dariiber im klaren 
«cin, daB es eben Annahmen sind, ohne vollstandig gesicherte Tatsachen 
ein. In erster Linie ist es zunachst nur eine Annahme, daB Kreatinin 
ibsolut nicht rtickresorbiert wird und da keinerlei Sekretion von 
Kreatinin im Verlauf der gewundenen Kanalchen stattfindet. Man 
konnte auch daran zweifeln, daB das Kreatinin in derjenigen Kon- 
zentration, wie es im Blute vorkommt, in den Glomeruli filtriert wird, 
doch sei zunaéchst nur auf die Unsicherheit der ersteren Annahme 
hingewiesen. Sobald man die Grundlagen der Rehbergschen Vor- 
stellungen als noch nicht véllig gesicherte Annahmen auffaBt, erwachst 
die Aufgabe, den Versuch zu machen, die Sachlage experimentell zu 
klaren. Die nachfolgende Arbeit, die ich auf Anregung von Prof. Asher 
ausgeftihrt habe, befaBt sich mit diesem Versuch. Der Gedankengang 
les Versuchsplanes war, die Ausscheidung des Kreatinins mit der 
\usscheidung eines anderen Stoffes zu vergleichen, von dem man, 
wenn auch nicht vollstandig das gleiche, aber doch auf Grund namentlich 
der Arbeiten von Forschern, welche auf dem Standpunkt der Filtrations- 
und Rickresorptionstheorie stehen, eine annahernd ahnliche Art der 
\usscheidung annehmen darf. In erster Linie wird man bei solchen 
Stoffen das fast reine Spiel von Filtration und Riickresorption erwarten 
dirfen, die kérperfremd sind und in ihrem physikalisch-chemischen 
Verhalten die Bedingungen fiir Filtration und Nichtriickresorption 
hesitzen. Gewisse Farbstoffe scheinen am ersten diesen Bedingungen zu 
entsprechen, und ich wahlte unter ihnen das Indigcarmin und das Cyanol. 
Beide Stoffe sind, nach den Untersuchungen der Hdéberschen’ Schule, 
insbesondere nach der Arbeit Steffanotti! solche, die ausschlieBlich durch 
die Glomeruli filtriert und durch die gewundenen Kanalchen nicht 
rickresorbiert werden. Ob die letztere Behauptung streng richtig ist. 
sei noch offengelassen, hingegen halte ich die Beweise fiir die Filtration 
dureh die Glomeruli fiir hinreichend. Es sollte die Ausscheidung von 
Indigearmin und von Cyanol mit derjenigen von Kreatinin verglichen 
werden, und zwar bei der Versuchsanordnung, deren wir uns seit einer 
Reihe von Jahren im Berner Physiologischen Institut bedienen und die 
wir als eine moglichst die physiologischen Bedingungen einhaltende 


erachten. 


' PP. Steffanotti, Piligers Arch. 226, 198, 1930. 
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Ex ist klar, dab, wenn Kreatinin und die beiden genannten Fa 
stoffe ausschlieBblich in den Glomeruli filtriert werden und in den 


wundenen Kanalchen nicht riickresorbiert, daB dann der Verlauf 
Konzentration im Harn in verschiedenen Phasen der Harnabsonderi 


der gleiche sein muB. Es ist dies ein Postulat, welches unbedingt befol, 
sein mu, wenn die Vorstellung iiber Filtration und Riickresorptic) 


richtig sein soll. Andererseits ist es nicht von vornherein selbst 
verstandlich, daB ein strenger Parallelismus der Ausscheidung \ 

Kreatinin, Indigcarmin und Cyanol die Richtigkeit der Grundlage de) le 
Rehbergschen Vorstellungen unbedingt beweisen. von P 
les CY 
Methodik. — 
: - Vertre 
lin allgemeinen verlieten die Versuche so, dafi in das Peritonaeum « mir ell 


Losung gebracht wurde, welche Kreatinin und Indigearmin oder Kreati: 

und Cyanol enthielt. Die intraperitoneale Kochsalzlésung., welche di: 
beiden Stofte enthielt, sollte als Depot dienen, aus welchem innerhalb «i 
Versuchsdauer eine annihernd gleichmaBige Resorption der beiden Stoft 
in das Blut stattfand. ohne durch intravendse Injektionen die norma 


Harnabsonderung tiefgreifender zu st6éren. Um sowohl die Resorption Die Fi 
auch die Harnabsonderung zu férdern, wurde in allen Versuchen ei gewich 
spezitisches Diureticum gegeben. Die Zusammensetzung der in die Pe Volhar 
tonealhohle vebrachten F liissigkeit war eine derartige. daB sie in’ kein Infolge 
Weise die Wirkung des Diureticums st6éren konnte. Der Harn der ver rentrif 
schiedenen Perioden wurde gesammelt und die Menge und die Konzentratioy Zi 
an Kochsalz. Kreatinin und Indigcarmin bestimmt. eine S 
Im wesentlichen hielt i¢h mich an die in friiheren Arbeiten auf dieser H,05, & 
Gebiet angewandten Methoden. Ich verweise speziell aut die von D. Berg: proben 
und Valloton ?. waren, 
ind di 


Das Katheterisieren geschah aber nicht in der gleichen Art. Bei mein: 


Versuchen habe ich den Eindruck erhalten, daB weiche Gummikathet: \uge 
Nr. lO und Il (Angaben von Berger} gern in die Samenblase gehen. War dann ¢ 
einmal ein falscher Weg gemacht, so ist das Kaninchen so gut wie nicht Is 
mehr brauchbar, denn der Katheter geht immer wieder den eingeschlagene: S, die 
Weg in die Samenblase. Nach mehreren Versuchen kam ich zu dem Schlui osung 
seidene Katheter zu verwenden, und zwar .,Gaillarsche Katheter**. 
denen zwei Offnungen angebracht sind. Die Spitze endet olivenférmi 
Dieser Katheter war leicht einzuftihren, und die Kaninchen zeigten kein ee - 
SchmerzauRerungen. Als Gleitmittel verwendete ich reines Olivendol. naiieal 
Nach Einfiihren des Katheters kommt es vor, daB der Harn nicht Um als 
spontan austlieBt. Ein leichter Druck auf die Blase bringt den Erfolg in dem 
Die Blase wird nachher mit kérperwarmem Wasser gespiilt. geschal 
Die zur Verwendung kommenden Trokars fiir die intraperitoneale: li 
Infusionen habe ich vor jedem Versuch mit einem Schleifstein schart ge- 10° Lig 
macht und dann 10 bis 20 Minuten gekocht. Ebenso wurden die .Wariotte sch 5 Minu 
Flasche und der Gummischlauch 10 bis 20 Minuten lang gekocht. Im iibrige: Di 
vertuhr ich nach den Angaben von Serger. Farbst 
1 Daniel Berger, diese Zeitschr. 209, 218, 1930. 1 


2 Henri Valloton, nicht veréffentlicht. : 
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iir intraperitoneale Infusion wurden folgende Lésungen verwendet : 


I. Kreatinin. .. . eo ee rae | 
Indigearmin. . . . ; re ; 0.1 
MEE Geet OR: ie Ss Se a ees OS 
Aqua dest. zu Bee 5. wert 100.0 

i. Breetimm. ... . ss. es - « 2 eecd 0.1 
ee ek eS Ae He a a 0.1 
GS ee een ee a O.8 
Aqua dest. zu... es « «ss « SS 


Ich wahlte diese 0,1 °ige Konzentration des Cyanols nach den Angaben 

P. Steffanotti'. Im ausgeschiedenen Harn war aber die Konzentration 

Cyanols bedeutend kleiner als die des Indigearmins. Als ich dann, 

tiitzt auf Versuche im eigenen Laboratorium der Firma ..lgepha*, 

Vertreter Rusterholz, Ziirich, Angaben ber das Cyanol erhielt, machte ich 
eine Lésung II] mit folgender Zusammensetzung : 


III. Kreatinin . re) ar : O,1 
ES Gre aa sabe. She 0,2 
NaCl . Bey ta ser a , é 0.8 
Aqua dest. zu. ce ak hint 100.0 


, 


Die Firma teilte mir mit, daB eine Dosis von 0.2 g pro Kilogramm Korper 
ort wicht ganz harmlos sei. Die Bestimmung der Chloride geschah nach det 
Volhardschen Methode *. Diejenige des Indigearmins geschah kolorimetrisch. 
Infolze der dem Harn beigemengten Triibung muBte ich oft den Harn 
entrifugieren, um eine klare Harnprobe zu bekommen. 

Zur Ermittlung der Konzentration des Indigcarmins schuf ich mit 
ne Serie von Vergleichsl6ésungen mit folgenden Konzentrationen: O.1, 


0.05, 0.025, O01, 0.005. 0.0025, 0.001 . Bei Fallen. in denen die Harn 
proben infolge der starken Eigenfarbe des Harns anstatt blau. gruntich 
waren, benutzte ich eine Serie von Vergleichslésungen, die Harn enthielten, 
ind dabei konnte ich auch den gleichen Farbton bekommen. Mit bloBem 
\uge stellte ich die ungefahre Konzentration der Versuchslésung fest, 
dann die genaue mit Hilfe des Kolorimeters. 

Ist zB. NX die gesuchte Cyaholkonzentration der Versuchslosung. 
S, die Schichtdicke der Vergleichslésung, S, die Schichtdicke der Versuchs- 
édsung., C die Cvyvanolkonzentration der Vergleichsl6sung, so ist 


Das Arbeiten mit dem Kolorimeter verlangt gréBere Mengen Flussigkeit. 
weshalb ich genétigt war, den Harn zu verdiinnen, und zwar ein Zehntel 
Um also die wirkliche Konzentration des Cyanols zu bekommen, mu man 
in dem Falle C noch mit 10 multiplizieren. Die Bestimmung des Kreatinins 
geschah auch kolorimetrisch nach Pincussen 

leem Harn wird in einen 50 cem-MeBkolben  pipettiert. 0.5 ¢cem 
10° ige NaOH und 1.5cem gesittigte Pikrinsiure wird hinzugesetzt. 
5 Minuten lang stehenlassen, dann mit Aqua dest. auf 50 cem aufgefillt. 

Die Vergleichslésung ist eine n/2) Kaliumbichromatlésung, deren 
Farbstufe die Farbe einer 0,1 °)igen Kreatininlésung entspricht. Wegen 


1 P. Ste ffanotti, Pfliigers Arch. 226, 1, 148, 1930. 
2 L. Pincussen, Mikromethodik 1930. 
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der Blaufarbe des Cyanols und des Indigcarmins konnte der gewon: 
Harn nicht ohne weiteres analysiert werden auf Kreatinin. Der Hoy 
muBte zuerst entfarbt werden. Bei Indigcarmin gelingt es, diesen Farbs) fj 
mit HNO, zu zerstéren. Die Befiirchtung, daB dabei das Kreatinin a 
zerstort wird. wurde durch Parallelversuche mit bekanntem Kreati: 
gehalt nicht bestatigt. Der durch HNO, sauer gewordene Harn mu jit 
NaOH wieder neutralisiert werden. Ich fand, daB zur Neutralisier 
meiner HNO, sechsmal mehr NaOH erforderlich war. Mit Hilfe eine; 
‘49 geteilten Biirette maB ich die nétige HNO,-Menge. um den Farbstofi 
zu zerstéren, gab dazu das Sechsfache von NaOH und machte dann di 
Léosung weiter, wie es Pincussen angibt. Spater fand ich, daB das NaOy 
den Farbstoff zu zerst6ren vermag. Der Eintachheit halber setzte ich zw 
Entfarbung NaOH bei und verfuhr dann weiter nach den Angaben vor 
Pincussen. 

Diese Vereinfachung gilt aber nur fur sehr klare Harnproben; soba 
eine gewisse Triibung sich zeigt, verfahrt man besser mit HNO,, welch: 
sehr oft die Triibung zum Verschwinden bringt. Zur Bestimmung des 
Kreatinins in der Cyanollésung kann man diese Methode nicht verwenden, 
Es zeigte sich, daB die HNO, das Cyanol nicht restlos zerst6éren kann, 
denn bei Zusatz von NaOH kommt die Blaufarbung wieder zum Vorschein 
Mit NaOH allein verschwindet das Cyanol auch nicht. Versuche mit 
starkeren Oxydationsmitteln (Perhydrol) zerst6ren entweder das Cyano! 
nicht oder zerstéren es, aber zugleich auch teilweise das Kreatinin. 


Da das Cyanol mit chemischen Mitteln nicht zu zerstéren war, versuclit: 
ich, den Farbstoff durch physikalische Adsorption zu entfernen. Es wurd 


Carbo animalis angewandt. Der Harn wird sehr gut entfarbt.  Leide: 
konnte ich durch Parallelversuche feststellen, daB Kreatinin auch adsorbiert 
wird. Versuche mit minimalen Mengen von Tierkohle ergaben kein 


besseren Resultate. Dann versuchte ich die Adsorptionskraft von frisc] 
gefallter Al(OH), ohne Erfolg, obwohl eine bestimmte Adsorption zu 
merken war. Adsorption mit Salze, wie z. B. NaCl, gaben auch — kein 
tesultate. 

Ich lieB dann von Merck Hautpulver kommen. Der Erfolg war auc! 
nicht gut, denn das Hautpulver quilt auf und man kann eher eine Kon 
zentration des Farbstoffs feststellen. ° Ein weiterer Gedanke war der, mit 
Farbentilter die Cyanolstrahlen auszufiltrieren. Das Spektrum des Cyan 
ist nicht einheitlich. und trotz allen Bemiihungen ist es mir nicht gelungen, 


ein’ passenderes Farbentilter zu bekommen. Da alle Mittel versagten. 
kamen wir zu dem Schlu&®, das Kreatinin durch Vergleichung zu bestimmet 
Ich schuf mir eine Reihe von Vergleichsl6sungen, welche alle 0.1 °., Kreatinin 


enthielten und verschiedene Gehalte an Cyanol. VParallelversuche lehrten 
mich, daB die zu vergleichenden Lésungen ziemlich annahernd = gleich: 
Konzentrationen an Cyanol haben muBten, um keine Fehler zu bekommoen; 
deshalb habe ich eine Serie mit langsam aufsteigender Konzentration an 
Cvanol hergestellt. Z. B. 0,005, 0,01, 0,015, 0,02, 0,025, 0.08, 0,085 
Dann habe ich bei den Harnproben die Cyanolkonzentration bestimmt 
und aus meiner Serie eine Vergleichslésung ausgesucht. mit gleicher Cyan 
konzentration. Beide Lésungen wurden alsdann auf ihren Kreatiningeha!! 
untersucht. Die Vergleichslésung enthielt 0,1°, Kreatinin, und die gesucht: 
Kreatininkonzentration X der Versuchslésung war 


Schichtdicke der Vergleichsl6sung 0.1 


Schichtdicke der Versuchsl6sung 
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kis stellte sich bald heraus. daB der Farbton bei Vergleichs- und Ver- 
islésung trotz gleicher Konzentration an Cyanol nicht immer gleich war. 
schuf mir daher erneut eine Serie von Vergleichsl6sungen, aber diesmal 
m ich Harn als Léosungsmittel,. und zwar menschlichen Harn, mit einem 


ichalt an Kreatinin von 0,15°,,.. Um meine Vergleichslosungen zu machen, 
Bte ich aber eine Kreatininl6sung von 0,2°,, haben. 


Ich bereitete mir eine 1,0°,ige Kreatininlésung und berechnete, in 
lchem Verhaltnis ich den Harn und die Kreatininl6sung mischen sollte, 
mit ich zu einer 0,2°,igen Kreatininlésung kommen kann. Meine Be- 
hnungen ergaben ein Verhaltnis von 

94.1 cem Harn, 
5.9 .. 10° .ige Kreatininlésung 


4.1 cem 0,15°.iger Harn enthalten . . . . . . 0,141 g¢ Kreatinin 
5.9 .. 10° iges Kreatinin enthalten. . . . . 0.059 ¢ 
100.0 cem mit einem Kreatiningehalt von . . . £200 g Kreatinin 


so 0,2°,ige Kreatininharnlésung. 
Beispiel fiir das Vorbereiten einer Vergleichslésung,. die 0,1 Kreatinin 
enthielt und 0,05°,, Cyanol: 
Ich nehme leem 0,2°,ige Kreatinin-Harnlésung. setze dazu | cem 


0] Cyanollésung und bekomme 2 ccm Lésung zu 0.1°,. Kreatinin und 
005°, Cyanol. Von den 2cem wird 1leem in einen 50-cem-MeBkolben 


pipettiert, dazu 0,5cem 10°,ige NaOH und 1,50 cem gesattigte Pikrin 
siure, gemischt und 5 Minuten stehengelassen. dann gefiillt auf 50 cem 
Mit diesen Vergleichslésungen habe ich dann gute Resultate erhalten, was 
wiederum Parallelversuche bestatigen kénnen. 


Was die Versuche mit Lésung | 


Indigearmin . . . ae Ot, 
Kreatinin . ... Patch Glee 0,19 
EME a ae ke ee A 0,8 °, 
Agua det. su... s«.- «= 10009 


inbelangt. verlaufen sie ziemlich gleichmabig. Ich arbeitete an vollkommen 
inversehrten Tieren und ohne Narkose oder lokale Andésthesie. Ist det 
Trokar scharf geschliffen, so ist das Einstecken sehr leicht. 

Bei allen Versuchen mit Indigcarmin habe ich sofort nach der Infusion 
0#.5cem Euphylliniésung mit einem Euphyllingehalt von 0.12 g¢ in den 
Unterschenkel injiziert. Die erste Harnentnahme erfolgte immer 20 Minuten 
nach der Infusion, ausgenommen bei Fallen (seltene), wo der Farbstoftf 
noch nicht im Harn ausgeschieden war. Das erste Auftreten des Farbstoffs 
im Harn war fast immer 15 bis 18 Minuten nach der Infusion zu sehen 
Da ich in der Versuchsreihe mit Lésung I nur das Verhaltnis zwischen 
Ausscheidung des Farbstoffs. Kreatinin und NaCl zu untersuchen hatte. 
wurde der Harn, welcher kein Farbstoff enthielt, sofern es méglich wat 
verworfen. 

Ich gehe jetzt tiber zur Er6érterung meiner ersten Versuchsreihe, 
die darin bestand, daB ich die Ausscheidung des Kreatinins, des Indig- 
carmins, des Kochsalzes, unter Beriicksichtigung der Harnmenge, 
untersuchte. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe bringe ich in den 
nachfolgenden Protokollen und zur besseren Veranschaulichung in 
neun kurvenmaBigen Darstellungen der Ergebnisse. 


Biochemische Zeitschrift Band 246 5 
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Ausscheidung von Kreatinin und Farbstoffen bei Diuresen 
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E. Descombes: 


Sieht man den Verlauf der Kurven der prozentualen Ausscheid 
des Kreatinins und des Indigcarmins in diesen neun Versuchen du) 
so zeigt sich fast in allen Versuchen eine ziemlich genaue Ube: 
stimmung der Indigcarmin- und der Kreatininausscheidung. — [1 
wo ein Sinken in der Konzentration des einen Stoffes stattfince1 
geschieht das gleiche mit der Konzentration des anderen Stoffes. | 
sogar in den feineren Details findet sich eine ziemliche Ubereinstimm 
Nur die absoluten Konzentrationsverhaltnisse sind verschieden. 8 


einer Parallelverschiebung der beiden Kurven wiirden sie sich in ei 


ganzen Anzahl von Fallen innerhalb der zulassigen Versuchsfe} 


decken. Die Konzentrationsabnahme des Indigcarmins und ce, 
Kreatinins fallt stets zusammen mit einer groBen Zunahme der Har: 
menge und umgekehrt verhalt es sich mit der Konzentrationszunah 
Betrachtet man auf Grund dieser Versuche die Ausscheidung des 
Kreatinins und des Indigcarmins, so gelangt man zu dem SchluB, das 
anscheinend die Bedingungen, unter denen Indigcarmin und Kreatini: 
durch die Niere ausgeschieden werden, die gleichen sind. Geht ma: 
von Rehbergs Annahme aus, daB Kreatinin ausschlieBlich durch cir 
Glomeruli filtriert und durch die gewundenen Kanialchen nicht rick 
resorbiert wird, so wiirde man in bezug auf das Indigearmin das gleiclx 
aussagen. 

Kine kleine Korrektur hinsichtlich der vollstandigen Parallelitat 
tritt dann ein, wenn wir die Veranderung der Konzentrationen je zwei 
aufeinanderfolgender Perioden hinsichtlich des Kreatinins und _ hii 
sichtlich des Indigcarmins naher ins Auge fassen. In meinen Protokolle: 
findet sich neben der Reihe der Konzentrationen an Kochsalz, an 
Kreatinin und an Indigearmin je eine Kolonne, in welcher die Anderung 
der Konzentration in den einzelnen Versuchsperioden angegeben. ist 
Immer wird die ‘vorausgehende Konzentration als Einheit gesetzt, »: 
daB die angegebenen Zahlen die relative Zu- oder Abnahmen bedeuten 
Jetzt sieht man, daB Unterschiede in der Konzentrationsreihe ces 
Kreatinins und des Indigcarmins sich feststellen lassen. Ich greife 
einige Beispiele heraus. Im Versuch 1 andert sich zwischen der Periode | II 
und IV die Kreatininkonzentration im Verhaltnis 1: 0,96, die Indig- 
carminkonzentration aber im Verhaltnis 1: 0,71. In den nachfolgenden 
Intervallen zwischen der Periode IV und V andert sich die Kreatinin- 
konzentration im Verhaltnis 1: 1,37, die Indigcarminkonzentration 
im Verhaltnis 1: 1,2. Zeitweise findet man noch gréBere Unterschiec: 
so im Versuch vom 4. Dezember 1930. Da andert sich im Interval! 
zwischen der Il. und IIL. Periode die Kreatininkonzentration im Ve! 
haltnis 1: 1,12, wahrend die Indigcarminkonzentration im Verhaltni- 
1 : 1,43 sich andert und in dem Intervall zwischen der LIL. und LV. Periode 


sind die beiden Verhaltnisse 1] : 1.22 und 1: 2,09. Hier ware, nach dem 
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Ausscheidung von Kreatinin und Farbstoffen bei Diuresen. 


jncigearmin berechnet, die Konzentrierung eine viel gréBere als nach 

Kreatininkonzentration. Im Versuch vom 2. Dezember 1930 haben 
viv wahrend je 5 bis 10 Minuten-Perioden eine fast gleich groBe, sehr 
tarke Diurese. Hier liegen nun die Dinge hinsichtlich der GréBe der 
Konzentrationsanderung folgendermaBen. Im Intervall zwischen 
iii. und IV. Pericde ist das Verhaltnis der Kreatininkonzentration 
|.0,94, wahrend das Verhaltnis der Indigcarminkonzentration 1 : 0,70 
is Im Intervall zwischen IV. und V. Periode betragen die beiden 
Verhaltnisse 1 : 0,6 und 1:08, Im Intervall zwischen V. und VI. Periode 
1: 1,52 und 1: 1,08 und im Intervall zwischen VI. und VII. Periode 
|: 1,47 bzw. 1: 1,26. Wahrend dreimal in der Kreatininreihe die Kon- 
zentrierung gr6éBer ist als in der Indigcarminreihe, verhalt es sich zweima! 
gerade umgekehrt, und nur einmal besteht voéllige Gleichheit. Am 
besten ist noch die Ubereinstimmung in denjenigen Perioden, bei 
denen es sich um groBe Diuresen handelt, und deshalb bin ich geneigt, 
anzunehmen, daB diese dem wahren Sachverhalt am nachsten kommen. 
\uBerdem darf man vielleicht die beobachteten Unterschiede nicht zu 
hoch bewerten, weil sie an und fiir sich keine sehr groBen sind und weil 
die kolorimetrischen Methoden vielleicht nicht einen so hohen Grad 
der Genauigkeit besitzen, daB auf relativ kleine Unterschiede ein allzu 
groBes Gewicht gelegt werden diirfte. 

Aber hiervon abgesehen, ware vor allem der vorliegende Sach- 
verhalt zu diskutieren. Hierbei miissen wir die bei meiner Versuchs- 
anordnung stattfindenden Verhaltnisse etwas naher ins Auge fassen und 
zudem uns daritiber klar werden, welche Annahmen gemacht werden 
konnen und diirfen. Wir wollen aus methodischen Griinden zuerst von 
der Annahme ausgehen, da das Kreatinin, wie Rehberg annimmt. 
ausschlieBlich in dem Glomeruli filtriert ».und in den gewundenen 
Kanalchen nicht zurtickresorbiert wird. Unter dieser Voraussetzung gibt 
uns die Anderung der Konzentration in jedem Intervall die Anderung 
in der GréBe der Rickresorption, denn bei der Anlage unserer Versuche 
darf man die GréBe der Filtration, wiederum im Sinne von Rehberg 
gesprochen, fiir konstant halten. Allerdings tritt bei dieser Formulierung 
des Sachverhalts noch eine weitere Annahme hinzu, namlich die, dah 
aus der Bauchhéhle eine konstante Resorption von Kreatinin in das 
Blut stattfindet. Ist aber diese Annahme richtig, so darf in all den- 
jenigen Perioden, wo eine grobe Diurese stattfindet, die weitere An- 
nahme gemacht werden, da die Kreatininausscheidung durch die 
Niere dem Kreatininzuwachs durch die Resorption das Gleichgewicht 
halt. Man sieht, wie viele Annahmen man machen mu, um in meinen 
Versuchen die Grundlage dafiir zu haben, daB Rehbergs Vorstellungen 
zu Recht bestehen. Man kénnte nun meinen, da man ohne alle diese 
Annahmen auskommen kénne, wenn man, wie Rehberg es tut, von Zeit 














74 Kk. Descombes: 


zu Zeit eine Kreatininbestimmung des Blutes macht. Aber die Ex 
heit dieses Verfahrens ist nicht eine so hohe, wie man vielleicht annel: 
mochte. Denn erstens ist man niemals sicher, daB man gerade die / 
kennt, in welcher der Harn abgesondert wird, welcher dem Zeitpu 
entspricht, in dem man die Kreatininbestimmung im Blute gem: 
hat. Sodann liegt in der Entnahme des Blutes fiir die Bestimn 
des Kreatinins ein Faktor, welcher je nach dem Versuchsindivid) 
mehr oder weniger tiefgreifend die Harnabsonderung beeinflussen ka 
Blieben wir nun dabei, in der Kurve der Kreatininausscheid: 
das Ergebnis von Filtration und Riickresorption zu sehen, bzw. in 
Anderungsgeschwindigkeit der Kurve die jeweilige GréBe der Riick 
resorption, so wurden wir, wie gesagt, die Ausscheidung des Indiy 


carmins dem gleichen Mechanismus unterworfen sein lassen. Trifft 


das nun, auf Grund dessen, was wir iiber das Indigcarmin wissen, 711 


Die Mehrzahl der neuen Arbeiten kommen zu dem Resultat. daly da. 


Indigcarmin auf dem Wege der Filtration durch den Glomerulus da 


Blut verlaBt. Dieser Behauptung nicht zuzustimmen, liegt vorlaufiy 


kein Grund vor. Aber mit der Riickresorption steht die Sache anders 
Tatsachlich sieht man eine Farbung der Epithelien der gewunder 
Kanalchen, gleichgiltig nun, ob man die Farbung der gewundene: 
Kanalchen infolge des Passierens der mit Indigcarmin gefarbten Fliissig 
keit in den gewundenen Kanalchen als eine Riickresorption, oder a 
einen zwangslaufigen, rein physikalisch-chemischen Farbungsakt, wii 
er auch an den toten Zellen eintreten wiirde, ansieht. Ein Eintret: 
des Indigcarmins findet eben doch statt, und nun mu die Frage aut 
geworfen werden, ob nicht ebensogut ein Eintreten von Kreatinin au 
dem Lumen der gewundenen Kandalchen in die Epithelzellen statt 
finden kann. Der kurvenmiaBige Parallelismus in der Indigearmi: 
und Kreatininausscheidung wiirde eine solche Behauptung als zulissiy 
erscheinen lassen. Man sieht daher, daB der auf den ersten Anblick 
so zwingend erscheinende SchluB auf das Zutreffen der Filtration: 
und Riickresorptionslehre gar nicht ein so zwingender ist. 

Man konnte nun aus den kleinen Diskrepanzen im Verlauf de) 
Konzentrationsanderungen des Kreatinins und des Indigearmins al 
leiten, daB im Gegensatz zum Kreatinin ein teilweises Kintreten ces 
Indigcarmins in die Epithelien der gewundenen Kanalchen stattfindet 


] 


Das ist aber deshalb nicht méglich, weil durchaus nicht immer < 


Konzentrationsanderung in dieser Richtung liegt, sondern manchma! 
die Zunahme in der Konzentration des Indigcarmins eine gréBere ist 
als die Zunahme in der Konzentration des Kreatinins. 

Um nicht auf eine einzige Versuchsreihe sich stiitzen zu miisse! 
habe ich, wie in der Einleitung bemerkt, eine andere Versuchsreihe mit 
einem Farbstoff ausgefiihrt, der die Eigenschaft mit dem Indigcarmi: 
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daB er in dem Glomerulus filtriert und in den gewundenen Kanal- 
durch Ruickresorption konzentriert werden soll. Zu meinen ersten 
Versuchen stand mir ein Cyanol zur Verfiigung, welches ich det 


ralitat der Farben I. G. verdanke, die mir auch spater ein zweites 
Praparat, von dem gleich die Rede sein soll, bereitwilligst zur Ver 
ing stellte. Mit diesem ersten Cyanolpraparat habe ich zunachst 

Versuche angestellt, von denen die vier nachfolgenden Protokolle 

die dazu gehérigen vier Kurvendarstellungen berichten. 

Wie aus den Protokollen und insbesondere aus den Kurven 

rstellungen hervorgeht, ist’ in diesen vier Versuchen die Uberein 
timmung in dem Verlauf der Kreatininausscheidung und der Cyanol 
susscheidung nicht der fast genau tibereinstimmende wie in den Ver 
suchen mit Indigearmin. Insbesondere sind die Anfangsteile verschieden. 
ndem wohl beim Kreatinin der schon friiher gesehene Zusammenhang 
wischen GréBe der ausgeschiedenen Harnmenge und der Konzentration 
i Kreatinin bestand, nimlich Abnahme der Konzentration mit Zunahme 
ler Harnmenge, aber beim Cyanol fand ich ausschlieBlich eine dauernde 
Zunahme der Konzentration. Ich dachte daran, da moéglicherweise 
die Ursache darin gelegen sein kénnte, das etwa das Cyanol im Anfang 
einen anderen Resorptionsverlauf aus der Bauchhéhle nahme. Um 
laher, wenn im Organismus eine gréBere Menge von Cyanol kreiste, 
die Beobachtungen zu machen, habe ich zwei Versuche angestellt, in 
lenen ich der ersten Euphyllininjektion eine zweite nachfolgen lieB 
Uber diese beiden Versuche geben die nachfolgenden Protokolle und 
Kurvendarstellungen Auskunft. 
Als ich diese Versuche abgeschlossen hatte und wegen der Ergeb 
sse durch neue Versuchsanordnung die Grundlagen tiberpriifen wollte 
erhielt ich von der Farben |. G. die Mitteilung, daB der erste mir zu 
Verfiigung gestellte Farbstoff nicht derjenige gewesen sei, mit welchem 
in Hoébers Institut seinerzeit die Untersuchungen angestellt worden 
varen, die zur Erkenntnis gefiihrt hatten, da das Cyanol ein Farbstoft 
sei, welcher durch die Glomeruli aus dem Blute ausgeschieden werde, 
und gleichzeitig folgte die Zusendung einer neuen Probe des in Hoébers 
Institut seinerzeit benutzten Cyanolpraparats. 

Ich habe dann mit diesem zweiten Farbstoff sieben Versuche 
igestellt, die in den nachfolgenden Protokollen und Kurven dar- 
vestellt sind. 

Auch in diesen Versuchen zeigt sich nicht die fast vollstandigs 
Ubereinstimmung des Verlaufs der Kreatinin- und der Cyanolaus 
scheidung wie in der friiheren Reihe mit Indigcarmin, aber im all 


vemeinen ist der Ablauf doch jetzt ein korrespondierender geworden, 
indem fast immer da, wo das Kreatinin an Konzentration zunimmt, 
es auch das Cyanol tut und umgekehrt, wo das Kreatinin an Kon- 
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Abb. 12. 


Euphyllin 10 Min. nach der Infusion. (Cyanol 0,1 
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Abb. 16. 


Euphyllin 10 und 30 Min. nach 
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Abb. 18. 
Euphyllin 10 und 20 Min. nach der Infusion 
Biochemische Zeitschrift Band 246. 
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Abb. 22 


Infusion 10h 45’. Euphyllin 11h 15’. Erstes 
treten des Farbstoffes 11h05’. Erste Harnentna! 
11h15’. Cyanol 0,2 %/». 
zentration abnimmt, so tut es auch das 
Cyanol. Namentlich in den drei letzte: 
Versuchen vom 25. und 26. Marz 193] 
kann die Ubereinstimmung als eine by 
friedigende bezeichnet werden. Das 
Mittel, um diese Ubereinstimmung her- 
beizufiihren, hat darin bestanden, da} 
ich das Euphyllin nicht wie friiher am 
Anfang meines Versuchs, sondern erst 
30 Minuten nach der Infusion gegebe: 
habe. Diese Zeit war wohl erforderlich 
um konstante Verhaltnisse des Kreati- 
nins und des Cyanols im Blute herbei 
zufiihren, und daraufhin ist die Korre- 
spondenz zum Ausdruck gekomme) 
Es kann also auf Grund det 
letzten Versuche mit Kreatinin und 
Cyanol, von denen behauptet wird 
daB sie in den Glomeruli ausgeschieden 
werden, der SchluB gezogen werden, 
daB im groBen ganzen die Aussche! 
dungsverhaltnisse der beiden Stoffe 
durch die Niere im wesentlichen di 
gleichen sind. Wenn man der Meinung 
beipflichtet, daB Kreatinin ausschlie|- 
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Ausscheidung von Kreatinin und Farbstoffen bei Diuresen. SO 


durch Filtration im Glomerulus ausgeschieden wird und seine end- 

ige Konzentration im Harn nur durch Riickresorption von Fliissig- 
die kein Kreatinin enthalt, bestimmt sei, wiirde vom Cyanol 
gleiche gelten. 

Legt man kein groBes Gewicht auf die absolut gewonnenen, nicht 
groBen Unterschiede im Verlauf der Ausscheidung des Kreatinins 


einerseits und des Indigearmins und Cyanols andererseits, so kann 
in, wenn man umgekehrt von der biologischen Vorstellung ausgeht, 


lab die Glomeruli, wie tbrigens nachgewiesen zu sein scheint, det 
\usscheidungsort fiir die beiden Farbstoffe sei, und die beiden Farb- 
stoffe als kérperfremde Stoffe nicht riickresorbiert werden, folgern, 
daB fiir Kreatinin der gleiche Mechanismus gilt. Auf dieser Basis wire 
ein Beweis fiir die Rehbergsche Annahme erbracht. Immerhin wird 
es gut sein, sich zu erinnern, daB sowohl Indigcarmin, wie Cyanol die 
Kpithelien der gewundenen Kandalchen farbt und daher ein Teil dieser 
Farbstoffe doch in die Zellen der gewundenen Kanalchen iibergetreten 
sein muB. Sobald man an diesen Umstand denkt, geht ein Teil von 
der Sicherheit des Beweises fiir den angenommenen Mechanismus der 
Kreatininausscheidung verloren. 

Ich habe in allen meinen Versuchen die Chloridausscheidung 
mit bestimmt. Der Verlauf der Konzentration des Kochsalzes in den 
einzelnen Phasen meiner Versuche ist ein ganz anderer als der Verlauf 
der Indigcarminausscheidung. Er mu auch schon deshalb ein anderer 
-ein, weil, wie zahlreiche Arbeiten gezeigt haben, die Chloridausscheidung 
unter dem EinfluB eines spezifischen Diureticums einen besonderen 
Charakter zeigt, gewissermaBen in der Niere die Ausscheidung der 
Chloride geférdert wird. Dies braucht nichts mittelbares zu sein, sondern 
es kann das teilweise auf extrarenalen Faktoren beruhen, die in friiheren 
Arbeiten eingehend beriicksichtigt worden sind. Wegen dieses, spezifi- 
schen Verhaltens des Kochsalzes und wegen des vorliufig unberechen- 
baren Anteils von Ausscheidung in den Glomeruli und Riickresorption 
und Ausscheidung in den gewundenen Kanalchen, lassen sich die 
Ablaufe der Konzentration des Kochsalzes nicht mit zur Erlauterung 
der Ausscheidungsart des Kreatinins und der beiden angewandten 
Farbstoffe heranziehen. Immerhin méchte ich darauf hinweisen, daB 
in meiner letzten Versuchsreihe mit Cyanol in den spateren Phasen 
vor allem ein ziemlicher Parallelismus zwischen der Cyanol- und der 
Kochsalzausscheidung bemerkbar wird. Dies ist um so auffallender, 
als doch nach den Vorstellungen der Filtrations- und Riickresorptions- 
theorie die Dinge bei diesen beiden Stoffen ganz anders liegen. 

Die Arbeit wurde unternommen von dem Gedankengang aus- 
gehend, daB, wenn die Theorie richtig ist, daB im Glomerulus filtriert 
wird und daB dieses Filtrat auf den langen Wegen der gewundenen 








86 ~=E. Descombes: Ausscheidung von Kreatinin und Farbstoffen us 


Kanalchen durch Rickresorption von Wasser und resorptionsfa} 
Bestandteilen auf die Zusammensetzung des definitiven Harns gebri«}); 
wird, dann jedenfalls diese Vorstellung fiir die Ausscheidung von kérjec 
fremden Farbstoffen, wie Indigcarmin und Cyanol zutreffend <j; 
miisse, und diese Verhaltnisse zur Beurteilung herangezogen were 
kénnen, ob das Kreatinin nur im Glomerulus filtriert und in den « 
wundenen Kanalchen nicht riickresorbiert und auch nicht ausgeschic:‘e) 
wird. Tatsaéchlich kann man auf Grund der in dieser Arbeit mitgetei|t«, 
Beobachtungen zu dem Ergebnis kommen, daB die Ausscheidung vy: 
Kreatinin, von Indigcarmin und von Cyanol unter dem EinfluB eine. 
spezifischen Diureticums annahernd die gleiche ist, vorausgesetzt 
daB man kein Gewicht auf die bei genauerer Betrachtung erkennbare: 
Abweichungen von der Gleichheit legt. So betrachtet, wiirden mein 
Versuche die Ansicht unterstiitzen, daB im Kreatinin ein Stoff vorlic 
der nur durch die Glomeruli filtriert wird oder ausgeschieden wd 
keinesfalls in den gewundenen Kanilchen riickresorbiert. Wenn auc! 
meine Versuche zugunsten dieser Annahme sprechen, muB nach wi 
vor im Auge behalten werden, daB die Ablehnung einer teilweisen Au. 
scheidung und einer teilweisen Riickresorption noch nicht widerlegt: 
Bedenken hat. Neuerdings wird versucht, die gleichzeitige Riick 
resorption und Ausscheidung in den gewundenen Kanalchen als nictit 
moglich zu bezeichnen. Da wir aber an vielen Orten gleichzeitig hy 
sorption und Ausscheidung sogar derselben Stoffe haben, ist nicht 
einzusehen, weshalb nicht das gleiche auch hinsichtlich der Nier 
gelten sollte. 

ZusammengefaBt sind die Ergebnisse meiner Untersuchung div 
nachfolgenden : 

1. Es werden die Ausscheidungsverhaltnisse von Kreatinin und 
Indigcarmin bei konstanter Resorption dieser Stoffe aus der Bauchhoh| 
und unter dem EinfluB eines spezifischen Diureticums im Harn unte! 
sucht, wobei sich ergibt, daB der Verlauf der Konzentrationskurv: 
der beiden Stoffe in einzelnen Versuchsperioden annahernd de: 
gleiche ist. 

2. Die gleichen Versuche werden mit Kreatinin und Cyanol an 
gestellt. Die Ubereinstimmung ist eine nicht so groBe, wie in der voraus 
gehenden Versuchsreihe, aber immerhin noch groB genug, daB von eine 


annihernden Gleichheit gesprochen werden kann. 

3. Auf Grund gewisser Erwigungen wiirden die Mitteilungen eine 
Stiitze fiir die Auffassung sein, daB Kreatinin durch die Glomeruli mit 
Filtration ausgeschieden wird und, ohne selbst resorbiert zu werden 
durch Riickresorption von Wasser und Lésungsbestandteilen des Harn- 
auf eine definitive Konzentration gebracht wird. 
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Untersuchungen auf dem Gebiete der Indikatoren. 


I. Mitteilung: 
$-Dinitrophenol. 


"Unt Von 


mo) I. W. Kulikow und 8S. W. Panowa. 


(Aus dem Institut fiir Reagenzien in Moskau.) 


Wit (Eingegangen am 5, Januar 1932.) 
gte In dieser Arbeit verfolgten wir das Ziel, eine Methode zur Dar- 
ck stellung von #-Dinitrophenol auszuarbeiten, sowie die Art und Starke 
cht des Einflusses verschiedener Beimengungen auf den Ausschlag des 
Re- indikators bei der px-Bestimmung zu untersuchen. 
cht f-Dinitrophenol ist von L. Michaelis und A. Gyemant? als Indikator 
er bei der Bestimmung der Wasserstoftionenkonzentration in einem 
Bereich von pu 1,7 bis 4,4 vorgeschlagen worden. Diese Verbindung 
Lic ist ein 2, 6-Dinitrophenol. Es wird in geringer Menge bei der Nitrierung 
von Phenol gebildet. H. Hiibner und W. Schneider? erhielten es bei 
nd der Nitrierung von o-Nitrophenol mit Salpeterséiure. Das Nitrierungs- 
hile produkt stellt ein Gemisch von 2, 4- und 2, 6-Dinitrophenol und un- 
el verbrauchtem o-Nitrophenol dar. Die Ausbeute an f-Dinitrophenol 
ve wird von den Autoren nicht angegeben. H. Salkowski® erhielt f-Di- . 


ley nitrophenol mit der Ausbeute von 12 bis 14°). 
AuBer mit der angegebenen Darstellungsmethode kann man 
£eg g 


n 8-Dinitrophenol in geringer Menge auch beim Erhitzen von m-Dinitro- 

Is benzol mit Kaliumferrocyanid und Kaliumhydroxyd* erhalten. 

eI H. Salkowski und Rudolph erhielten f-Dinitropheno]l durch De- 
carboxylierung von 3, 5-Dinitro-4-oxybenzoesiure durch Erhitzen mit 

TT Wasser auf 170°°, 

iit 

n 1 LL. Michaelis u. A.Gyemant, diese Zeitschr. 109, 165, 1920 

ns 2 H. Hiihbner u. W. Schneider. Liebigs Ann. 167, 100, 1873. 


3 H. Salkowski, Ann. 174, 270, 1874. 
4 A. Hepp, Liebigs Ann. 215, 354, 1882. 
> H. Salkowski u. Rudolph, Ber. 10, 1255, 1877 
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AuBer dieser Methode ist auch die Nitrierung von o-Nitroply 
zur Darstellung von f-Dinitrophenol geeignet. 

Wir untersuchten beide Methoden. Um -Dinitrophenol aus 3. 5. 
Dinitro-4-oxybenzoesiure darzustellen, braucht man als Ausgany. 
produkt p-Oxybenzoesaéure, die im Handel nicht vorkommt und erst 
selbst dargestellt werden mu, was die Darstellung von f-Dinitroph: 
sehr erschwert. 

Die andere Methode, die in der Nitrierung von o-Nitrophenol mit 
Salpetersiure besteht, ist leicht ausfiihrbar, aber die von H. Hiihner 
und W. Schneider angegebenen Verhiltnisse sind unbequem. bi 
Ausbeute an £-Dinitrophenol iibersteigt nach unseren Versuchen nicht 
13 bis 15° der Theorie. 

Angesichts der leichten Zuginglichkeit und des billigen Preise. 
von o-Nitrophenol beschlossen wir, seine Nitrierung zur Darstellung: 
methode von f-Dinitrophenol auszuarbeiten. 

Wir stellten Versuche an, um die optimalen Reaktionsbedingungey 
festzustellen. Es ist bekannt, daB eine der Bedingungen, die das Ver 
haltnis der entstehenden o- und p-Verbindungen beeinfluBt, das Lésungs. 
mittel ist. Bei Nitrierung in essigsaurer Lésung wird gewoéhnlich meh: 
o-Isomeres gebildet, als wenn in schwefelsaurer Lésung gearbeitet wird. 
Bei verschiedenen aromatischen Verbindungen ist dieser Einflu8 de: 
Essigsiure auf die Geschwindigkeit, mit welcher Wasserstoff durch 
die Nitrogruppe ersetzt wird, verschieden ausgeprigt, z. B. wird die 
Ausbeute an o-Nitranilin bei Nitrierung von Acetanilid! in Essigsaure 
bedeutend erhéht; bei Nitrierung von Phenol mit Kupfernitrat in 
essigsaurer Lésung wird fast ausschlieBlich o-Nitrophenol gebildet* 
Nach unseren Versuchen wird bei Ersatz von Essigséure durch Schwefe! 
siure ein Gemisch von o- und p-Nitrophenol gebildet. 

Wir trugen dieser Wirkung der Essigsiéure auf den Nitrierungs 
prozeB Rechnung und wandten Eisessig als Lésungsmittel bei de: 
Darstellung von f-Dinitrophenol an. AuBerdem hofften wir durch 
Essigsaure den stiirmischen Reaktionsgang maBigen zu kénnen und 
folglich gréBere Mengen des Ausgangsproduktes auf einmal zu nitrieren 

Die Versuche gestalteten sich folgendermaBen: mit Wasserdampi 
iibergetriebenes o-Nitrophenol wurde auf dem Wasserbad in Eisessig geldst 
und Salpetersiure zugesetzt. Wenn Schwefelséiure an dem Nitrierungs 
prozeB teilnahm, wurde sie vorher mit der Essigséure vermischt. In den 
Versuchen wurden die Mengen an Eisessig, Schwefelséure. die Konzentration 
der Essigséure und die Temperatur geaéndert. Nach Beendigung der Reaktion 
wurde die Mischung auf Eis gegossen, das entstandene Ol mit kaltem Wasse1 
gewaschen und weiter zwecks Trennung der Isomeren verarbeitet. 


' 1. Houben, Die Methoden der organischen Chemie 4, 149, 1924. 
* I. Menke, Rec. Pays Bas 44, 269, 1925. 
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Die Abscheidung von f-Dinitrophenol wurde nach dem von uns 
etwas abgeainderten Verfahren von Holleman' durchgetiihrt und wird 
weiter unten beschrieben werden. 

Die Versuchsergebnisse sind in Tabelle 1 zusammengestellt. In 
dien Versuchen, auBer Nr. 8, wurde Eisessig angewandt, in Versuch 8 
wurde mit 80°,ig. Essigsiure gearbeitet. Schwefelsiure hatte das 
spezifische Gewicht 1,84. 

Wir kénnen auf Grund der Versuchsergebnisse der Tabelle I folgende 
Schliisse ziehen: 

1. Die Nitrierung von o-Nitrophenol in essigsaurer Loésung unter- 
scheidet sich von der Nitrierung mit reiner Salpetersiure nach 
H. Hiibner und W. Schneider durch die Zusammensetzung des Reaktions- 
produktes: das Verhaltnis ist deutlich zugunsten des #-Dinitrophenols 
verschoben, d.h. Essigsiure begiinstigt den Ersatz von Wasserstoff 
durch die Nitrogruppe in o-Stellung zum Hydroxyl. 

2. Durch Essigsiure wird die Reaktion gemaBigt: sogar bei hoher 
Temperatur verlauft der ProzeB ruhig, laBt sich leicht regulieren und 
kann deswegen in grobem MaBstab durchgefiihrt werden. 

3. Wasser schwacht die Wirkung der Essigsiure ab: bei Ersatz 
des Eisessigs durch 80 °%,ige Essigsiiure geht die Reaktion nicht zu Ende ; 
ein Teil des o-Nitrophenols wird nicht verbraucht, und die Ausbeute 
an B-Dinitrophenol fallt auf 15° (Versuch 8). Wenn Essigsaiure voll- 
stindig durch Wasser ersetzt wird, fallt die Ausbeute bis auf 13°, 
(Versuch 9). 

4. Der Riickgang des Gehalts an f-Dinitrophenol im Reaktions- 
gemisch, wenn Wasser zugesetzt war, lie} uns voraussetzen, daB etwas 
Schwefelsiure als wasserbindendes Mittel die Ausbeute wieder erhéhen 
wirde. Die Versuche 10 bis 15 bestatigten unsere Annahme: die Aus- 
beute stieg bis auf 33°,. Allein es erwies sich, daB bei Anwendung von 
Schwefelsiure in einer eine bestimmte Grenze tbersteigenden Menge, 
sowie bei zu wenig Schwefelséure, die Ausbeute an /-Isomerem sich 
verringerte. Bei Anwendung von einem Nitriergemisch aus Schwefel- 
und Salpetersiure ohne Essigséure fallt die Ausbeute an /-Dinitro- 
phenol (Versuch 18). Es wird dabei viel «-Dinitrophenol gebildet 

5. Die Konzentration der Salpetersiure ist von Bedeutung. Man 
muB mit Salpetersiure vom spezifischen Gewicht 1,37 bis 1,40 arbeiten, 
denn konzentrierte Saure, z. B. vom spezifischen Gewicht 1,52, nitriert 
o-Nitrophenol zur Pikrinséiure sogar bei Anwendung von Essigsiure. 

6. Es miissen bei der Nitrierung bestimmte Temperaturverhaltnisse 
eingehalten werden. Bei 45 bis 50° geht die Reaktion sehr langsam 
vonstatten, und ein Teil des o-Nitrophenols bleibt unverbraucht. Hohe 


! A. Holleman, Rec. Pays Bas 21, 432, 1902. 
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iperatur (75 bis 95°) fuhrt zu einer Verminderung der Ausbeute 

3-Dinitrophenol. AuBerdem ist letzteres in diesem Falle schwer zu 
reinigen. Als optimales Temperaturintervall kann 60 bis 65° gelten 
Bei dieser Temperatur verlauft die Reaktion ruhig, und die Ausbeute 
ist am gr6Bten (Versuche 10 bis 12). 


Trennung der Isomeren und Reinigung von /}-Dinitrophenol. 


Das Nitrierungsprodukt stellt ein Gemisch von «- und /-Dinitro 
phenol dar. H. Hiibner und W. Schneider! wandten zu deren Trennung 
jie verschiedene Léslichkeit ihrer Bariumsalze an, indem sie die wiasserige 
Losung der Dinitrophenole mit Bariumcarbonat versetzten; das Salz der 

Verbindung ist in Wasser wenig léslich, das «-Dinitrophenolsalz lést 
ich dagegen nicht. A. Holleman® iibernahm das Grundprinzip, benutzte 
aber anstatt Bariumcarbonat das Chlorid. Wir priiften beide Verfahren 
ind erhielten viel bessere Resultate nach der Methode von Holleman 
\ngesichts eines anderen quantitativen Verhialtnisses der Isomeren in unseren 
Nitrierprodukten verainderten wir die Methodik von A. Holleman und 
verfuhren folgendermaBen: 13 ¢ des nach der Nitrierung von o-Nitro 
phenol erhaltenen Produktes wurden mit 6 g Kaliumcarbonat in 150 cem 
Wasser gelést und zu der heiBen Lésung 3.4 g¢ Bariumchlorid in 35 cem 
Wasser zugesetzt. Die Lésung wurde auf 35° abgektihlt und der ab- 
geschiedene Niederschlag des Bariumsalzes von #-Dinitrophenol abgesaugt, 
mit 35ecem kalten Wassers nachgewaschen und darauf in einem Beche1 
viase mit einer Lésung von 2.6¢ Kaliumcarbonat in 50ccm Wasse1 
erwarmt. Die Lésung wird filtriert und das freie Dinitrophenol durch 
Salzsiure in Freiheit gesetzt. 

In der Tabelle II sind die Ausbeuten und der Reinheitsgrad der 
beiden Isomeren in Zusammenhang mit der angewandten Barium- 
chloridmenge angegeben. (Die Nitrierung wurde wie in Versuch 13, 


Tabelle I, durchgefiihrt.) 
Tabelle II. 





}-Dinitrophenol «-Dinitrophenol 
Nitrierungs Barium 
produkt chlorid Schmelz 1 Schmelz 
Ausbeut¢ punkt AusLeute punkt 


( ( 


92.0) 63.5 68.0 102.0 
27,6 64.0 65,0 107.5 
98.5 63.0 63,0 107.5 
36.0 62,0 55.0 108.0 
21,2 64,0 64.0 107.0 


Es ist aus der Tabelle I ersichtlich, daB die bei der Reinigung 


angewandte Menge Bariumchlorid den Reinheitsgrad des Praparats 
stark beeinfluBt. Ein sehr reines Praparat mit hohem und konstantem 


! H. Hiibner u. W. Schneider, Liebigs Ann. 167, 100, 1875. 
* A. Holleman, Rec. Pays Bas 21, 432. 1902. 
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Schmelzpunkt wird mit Bariumchloridmengen, wie sie in Versuch: 
und 5 angewandt wurden, erhalten. 

Etwas /-Dinitrophenol bleibt in der Lésung und verunreinigt 
a-Dinitrophenol, worauf der niedrige Schmelzpunkt hinweist: 1 
a-Dinitrophenol schmilzt bei 114°. Deshalb kann die «-Dinitroph: 
fraktion nicht ohne weiteres als Indikator verwandt werden. Wir reini 
es, indem wir nach Abtrennung des /-Isomeren das «-Dinitropheno! 
soviel Kaliumearbonat in Lésung digerierten, als zur Bildung von Phen 
notig ist. Es wird nur soviel Wasser dabei genommen, da eine fast 
sittigte Losung des Kaliumsalzes von «-Dinitrophenol entsteht. Die Losi 
wird bis zum Anfang der Kristallisation eingedampft, abgekiihlt, und 
abgeschiedenen Kristalle sorgfaltig abgesaugt, umkristallisiert, und 
Salzsiure zersetzt. Die erhaltene Verbindung schmilzt bei 114° und st; 
reines «-Dinitrophenol dar. Die Ausbeute betrigt auf o-Nitropheno! 
rechnet 42 bis 45°, der Theorie. 

Das nach unserem Verfahren erhaltene und wie oben gereinigt: 
f-Dinitrophenol schmilzt bei seinem normalen Schmelzpunkt 64! 
enthalt nicht mehr als 0,01%, Asche und bedarf keiner weiteren Reiiii 

ve ° % . ° . ' 
gung. Wird es noch einmal durch Uberfiihiung in ein Salz oder durc! 
Unmkristallisation aus Wasser oder organischen Lésungsmitteln 
reinigt, so verandern sich seine Eigenschaften als Indikator nicht 


Untersuchung von Priparaten von /-Dinitrophenol. 

Wir konnten in der Literatur keine Untersuchungen tiber di: 
Bedeutung des Reinheitsgiades von verschiedenen #-Dinitropheno! 
praparaten bei der py-Bestimmung finden. Die Praparate verschiedene: 
Firmen unterscheiden sich nach unseren Beobachtungen durch ih: 
Aussehen (Farbe) und auch durch ihre sonstigen Eigenschaften (Schmelz 
punkt, Aschegehalt usw.). Die mit verschiedenen Praparaten erhaltene: 
pu-Bestimmungen stimmen auch nicht immer iiberein. 

Es draingten sich deshalb eine Reihe Fragen auf: Welche Bei 
mengungen tiben keinen EinfluB auf den Indikator aus und in welchen 
Verhaltnis ? Welche Stofte sind dagegen unzulissig ? Welche Anford: 
rungen miissen wir an ein Praparat hinsichtlich seiner Reinheit stellen 
Einen derartigen Versuch, einen Indikator abzuschatzen, machten 
schon L. Michaelis und A.Gyemant! am m-Nitrophenol, wobei =i 
auch eine Methode zu seiner Reinigung und Priifung angaben. 

W. Pierre und J. Fudge? untersuchten von diesem Standpunkt 
aus einige Indikatoren von W.Clark. JI. Schlegel und A. Stiiber® be 
merkten einen Unterschied in den py-Bestimmungen mit verschiedene! 
Praparaten von Bromthymolblau. Wir fiihren hier die Versuche a: 


1 L. Michaelis u. A. Gyemant, diese Zeitschr. 109, 165, 1920. 
* W. Pierre u. I. Fudge, J. Amer. Chem. Soc. 50, 1254, 1928. 
» J. Schlegel u. A. Stuber, Industr. engen. Chem. 19, 631, 1927. 
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wir anstellten, um den EinfluB einiger Beimengungen aut die Eigen- 
ften von $-Dinitrophenol als Indikator aufzukliren. Es kénnen 
chiedene Beimengungen’ vorliegen, jenachdem, woraus das 
Praparat dargestellt und wie es gereinigt wurde. Da wir die Dar- 
lung aus o-Nitrophenol und die Trennung der Isomeren uber ibre 
salze (Dinitrophenolate) als die geeignetste Methode ansehen, so 
hneten wir mit der méglichen Anwesenheit von Kalium- und Barium- 
salzen von §-Dinitrophenol, von o-Nitrophenol und «-Dinitrophenol. 

Wir nehmen auch an, daB ein Praparat durch Umkristallisation 
‘us organischen Lésungsmitteln: Methyl- und Athylalkohol, Aceton 
der Benzol vollstandig gereinigt werden kann. Wir untersuchten 
deswegen auch Praparate, die auf diese Weise umkristallisiert waren, 
uf ihre Brauchbarkeit bei der py-Bestimmung. 

Wir arbeiteten nach folgendem Verfahren: In einer Pufferl6sung 
nach W. Clark! wurde der pu-Wert mit Hilfe des zu untersuchenden Pra 
parats bestimmt. Die Pufferlésung bestand aus Kaliumbiphthalat und 
Salzsaure und wurde noch 10-, 50- und l0Omal verdiinnt angewendet, um 
den EinfluB etwaiger Beimengungen auf schwach gepufferte Loésungen 
wifzuklaren. Die kolorimetrischen Bestimmungen wurden elektrometrisch 
mit Hilfe einer Chinhydronelektrode kontrolliert. Die elektromotorische 
Kraft der letzteren wurde gegen eine gesattigte Kalomelelektrode gemessen 
Wir beriicksichtigten alle in diesen Fallen iiblichen VorsichtsmaBregeln 
Das angewandte Chinhydron wurde vorher nach J. Kolthoffs Angaben 
mit Hilfe einer Wasserst offelektrode an mehreren stark verdiinnten Puffer- 
lésungen gepriift. 

In Tabelle III sind unsere Versuche zusammengestellt. Die Zahlen 
bedeuten die mit der elektrometrischen Methode mit Chinhydron 
(erste Rubrik) und kolorimetrisch gemessenen (folgende  Reihen) 
pu- Werte. 

Tabelle 111. 





Kolorimetrische Messung mit 3-Dinitrophenol 
zugesetzt umkristallisiert aus 


Verdiinnung det 
Losung 


4 
tethyl- 


alkohol 





Schmelzpunkt 





Normal $25 | 3,27 329 | 3.27 | 3,34 | 3.25 | 3,25 | 3,28 

10 mal verdiinnt 3.43 $48 3.45 3,53 
59 3.73 3.78 3.76 3.85 3,74 3.74 3,73 
100 e 3,83 3,87 399 388 396 3.84 3.83 3.84 


Aus der Tabelle IIT 14Bt sich tolgendes schlieBen: 
1. Das nach unserem Verfahren hergestellte und, wie oben an- 


vefiihrt, gereinigte §-Dinitrophenol mit dem Schmelzpunkt 64° und 


1 W. Clark, The determination of hydrogen ions 200, 3ed., 1928. 
2 J. Kolthot{. diese Zeitschr. 183, 434, 1927. 
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weniger als 0,01°%, Aschegehalt gibt bei der py-Bestimmung ; 
der elektrometrischen Methode gut iibereinstimmende Werte. 

2. Beigemengtes «-Dinitrophenol beeinfluBt wenig die Best); 
mungen. Bei 5 bis 10% a-Verbindung iibersteigen die Abweichungey 
nicht 0,02 bis 0,07. Man kann sich solch einen geringen EinfluB yo: 
a-Dinitrophenol aut die Angaben des Indikators dadurch erklaren, «aj 
die Dissoziationskonstanten des «- und f-Isomeren sich wenig von- 
einander unterscheiden: nach A. Holleman! ist die Dissoziatio. 
konstante des «-Isomeren gleich 1,0.10~* und des f-Isomeren gleic} 
7.3. 

3. Die Anwesenheit von Dinitrophenolsalzen beeinfluBt die py-b« 
stimmungen; diese Salze miissen als schidliche Beimengungen an 
gesehen werden. 

4. Es ist gleichgiltig, aus welchem organischen Lésungsmitte! 
das Praparat umkristallisiert wird. Nur Methylalkohol bildet ein 
Ausnahme. Die aus Athylalkohol, Aceton und Benzol umkristallisierten 
Praparate gaben keine abweichenden Resultate. 

Methylalkohol beeinfluBt sehr stark die Eigenschaften des Indi- 
khators. Ein Praparat vom Schmelzpunkt 64°, das gut iibereinstimmende 
Resultate gegeben hatte, wurde durch eine Kristallisation aus Methy- 
alkohol stark veraindert. Seine Farbe wurde etwas gelber als normal, 
und die px-Bestimmungen stimmten nicht mehr mit den elektro- 
metrischen uberein. Wir gebrauchten zur Kristallisation Methy)- 
alkohol von Kahlbaum (ohne Aceton), der mit einem Deflegmator destil- 
liert war oder Alkohol russischer Herkunft von groBer Reinheit. Methy!- 
alkohol tbt dieselbe Wirkung auch auf «- und #-Dinitrophenol aus 
Uber die Ursachen dieser Erscheinung machen wir noch keine An 
nahmen; wir sind noch mit der Aufklérung dieser Frage beschaftigt 


Eigenschaften und Untersuchung von /-Dinitrophenol. 

f-Dinitzophenol ist ein hellgelbes Pulver, das aus Wasser und 
Chloroform als Nadeln und aus waisserigem Alkohol in Plattchen 
kristallisiert. Leicht léslich in Ather, Chloroform, Benzol und kochendem 
Alkohol. In kaltem Wasser lést es sich leichter und in heiBem schwere: 
als «-Dinitrophenol. Es ist mit Wasserdimpfen fliichtig, jedoch ist 
seine Fliichtigkeit dreimal geringer als die von 2, 5-Dinitrophenol und 
zweimal geringer im Vergleich zu 2, 4-Dinitrophenol?. 

Die in der Literatur angegebenen Schmelzpunkte unterscheide: 
sich etwas voneinander. Wir geben hier eine Zusammenstellung. 


! A. Holleman, Rec. Pays Bas 21, 432, 1902. 
2 N. Sidqwick u. W. Aldous, J. Chem. Soc. 119, 1003, 1921 
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Tabelle IV. 





< elzpankt Porn coe eae hiekes 
{ 
1,178 Millis ' 64,0 Holleman* 
3—64 Hiihbner und Schneider * 62,2 Sidgwik und Aldous 
63.9 (korr.) Korner * 


Unsere reinsten Priparate, die von allen Beimengungen befreit 
yaren, wiesen einen Schmelzpunkt bei 64,0° (korr.) auf. 

Die Dissoziationskonstante von #-Dinitrophenol ist von mehreren 
\utoren bestimmt worden. Es sind folgende Werte gefunden worden: 


Tabelle V. 





Temperatur 


K ( Autor 
iy .it-* - Bader * 
a7 .10° 25 Holleman * 
2,04 .10-4 18 Michaelis und Gyemant 6 
27 .w _ Hertel 7 


Die Praparate kénnen durch o-Nitrophenol, «-Dinitrophenolsalze 
der g- und f-Verbindungen und anorganische Salze verunreinigt sein. 
Wenn wir die in Tabelle II] angefiihrten Resultate in Rechnung ziehen, 
:o kénnen wir eine Beimengung von 1 bis 2° «-Dinitrophenol ohne 
Schaden fiir die pq- Bestimmung zulassen. Da wir jedoch keine einfache 
und leichte Methode zur quantitativen Bestimmung von «-Dinitro- 
phenol haben und da die Trennung des f-Isomeren leicht durchfiihrbar 
ist, miissen wir strengere Forderungen an das Praparat beziiglich seines 
‘einheitsgrades stellen, um gréBere Sicherheit bei den py- Bestimmungen 
zu besitzen. 

Zum Nachweis von Dinitrophenolsalzen wandten wir die Methode 
in, die von uns ausfithrlich in der Abhandlung tiber «-Dinitrophenol ® 
beschrieben ist und sich auf der Unléslichkeit dieser Salze in absolutem 
Benzol griindet. Diese Methode ist sehr empfindlich und erlaubt bis 
0,0005 g Dinitrophenolsalze nachzuweisen. Die Methodik wird unten 


hbeschrieben. 


1 Mills, Phil. Mag. (5) 14, 27. 
H. Hiibner u. W. Schneider, Liebigs Ann. 167, 100, 1873. 
Korner, Gaz. Chim. Ital. 4, 326. 
A. Holleman, Rec. Pays Bas 21, 432, 1902. 
N. Sidqwick u. W. Aldous, J. Chem. Soc. 119, 1003, 1921. 
L. Michaelis u. A.Gyemant. diese Zeitschr. 109, 165, 1920. 
Hertel, Liebigs Ann. 451, 179, 1926. 
8 J. Kulikow u. 1. W. Panowa, Transact. of the Inst. for pure Chem. 
Reagents 102, Nr. 8, 1929. 
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Die Anwesenheit von o-Nitrophenol und «-Dinitrophenol 
durch Erniedrigung des Schmelzpunktes nachgewiesen. 

Wir schlagen vor, £-Dinitrophenol vor dem Gebrauch folge 
einfachen Priitung zu unterziehen. 

1. Schmelzpunktsbestimmung. Der Schmelzpunkt muB bei 63.5 bi 
legen. 


2. Nachweis von in Benzol unléslichen Verbindungen (Dinitrophe: 


salzen und anderen). 0,25 ¢g *raparat werden in 5cem absolutem Ben 


gelést. Die Lé6sung muB8 klar sein. 

3. Aschenbestimmung. 2g Praparat werden in einem Porzellanti 
mit einigen Tropfen reinen Glycerins, um Verluste beim Erhitzen zu 
meiden, vorsichtig verbrannt, indem die Temperatur allmahlich erh 
wird. Es soll nicht mehr als 0,1°, Riickstand zuriickbleiben. 


AuBerdem ist zu empfehlen, mit dem Praparat eine py-Bestimmu), 


in einer Pufferlésung mit bekanntem py durchzufiihren. Es kér 
dazu die Lésungen von W. Clark, Sérensen wnd Kolthoff' verwa: 
werden. 

Zusammenfassung. 


rhe 


1. Ks wurde die Nitrierung von o-Nitrophenol bei verschieder 


Bedingungen untersucht und dabei festgestellt, daB die gréBte Ausbeut 


an $-Dinitrophenol bei Nitrierung in Anwesenheit von Eisessig w 
Schwefelsaure in bestimmten Mengenverhaltnissen erhalten wird. 
» 


2. Die Trennungsmethode der beiden Isomeren wurde gepriift un 


etwas abgedndert: es ist méglich, aus dem Nitrierungsgemisch 30 b 


35°, $-Dinitrophenol und 40°, «-Dinitrophenol in reinem Zustar 
zu isolieren. 


3. Die Eigenschaften des nach verschiedenen Trennungsmet hoc 
erhaltenen #-Dinitrophenols wurden untersucht. 


4. Es wird ein Verfahren zur Priifung des Praparats angegebe: 


1 J. Kolthoff, Der Gebrauch von Farbindikatoren, 8. 144. 3. Aufl., 192) 
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Untersuchungen auf dem Gebiete der Indikatoren. 


II. Mitteilung: 


Jodeosin. 


Von 
I. W. Kulikow und A. G. Pukirew. 


(Aus dem Institut fiir Reagenzien in Moskau.) 


(Eingegangen am 5. Januar 1932.) 


Das von F. Mylius und F. Foerster als Indikator vorgeschlagene 
Jodeosin, ein Tetrajodfluorescein, wird hauptsachlich bei der Titration 
von Alkaloiden und bei der Bestimmung der Alkalinitét des Glases 
gebraucht. 

Zur Darstellung von Jodeosin wird Fluorescein in alkalischer® 
oder essigsaurer? Lésung jodiert; es kann auch die elektrolytische 
Methode* angewandt werden. Bei der Untersuchung der Jodierungs- 
methoden des Fluoresceins stellten wir fest, daB der in der Literatur 
angegebene groBe UberschuB an Jod (etwa 30°.) stark vermindert 
werden kann. Nach einer Reihe von Versuchen konnten wir den Jod- 
iiberschuB bis auf 5°, herabsetzen, was von Belang ist angesichts der 
unvermeidlichen Verluste bei der Regeneration von Jod. Allein wir 
muBten mit der Méglichkeit rechnen, daB bei Abwesenheit eines groBen 
Jodiiberschusses Fluorescein nicht , volistandig jodiert wird und daB 
das Endprodukt mit Dijodfluorescein verunreinigt ist. Diese Be- 
denken veranlaBten uns, nach einer einfachen und genauen Methode 
zur Bestimmung des Reinheitsgrades des nach verschiedenen Verfahren 
dargestellten Jodeosins zu suchen. 

Wir priiften die Brauchbarkeit der Darstellungsmethoden mit 
Hilfe der Jodbestimmung im Jodeosin. Wir wurden dazu auch durch 


1 F. Mylius u. F. Foerster, Fres. Zeit. 31, 248, 1892. 

2 EB. Schmidt, Pharmazeutische Chemie 2, 1356, 1923. 

3. Schultz, Farbstofftabellen 1, 200, 1923. 

4 Gillard, Mennier u. Cartier, Centralbl. Chem. 1900, I, 1176. 
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die Notwendigkeit veranlaBt, unsere Praiparate mit denen der ' 
landischen Firmen vergleichen zu kénnen. Zum Vergleich brauc} re i 
wir ein vollstandig reines Praiparat. Zu seiner Darstellung stel|ic) wird. 
wir einige Versuche zur Reinigung der technischen Praparate an. ‘ we 
Resultat unserer Untersuchungen in diesen Richtungen entstand ie ohade- 
vorliegende Arbeit. . = 
: ‘ LD 
Bestimmung yon Jod in Jodeosin. Cuan 
In der chemischen Literatur wird eine Reihe von Methoden zur Halogen Kali 
bestimmung, speziell auch von Jod, in organischen Verbindungen Die 
schrieben. Die bekannteste ist die Methode von Carius!. Diese Method: Salpet 
liefert sehr gute Werte bei Chlor und Brombestimmungen; fiir Jod um be 
bestimmungen ist sie aber nicht immer brauchbar. Peltzer? gibt an, da verme 
die Methode von Carius auf Monojod- und Dijod-p-oxybenzoeséuren nicht genug 
angewandt werden kann. Seeker und Mathewsen* bestimmten den Jod Das § 
gehalt des Jodeosins nach der Methode von Carius und fanden immer 71 werde 
niedrige Werte. AuBerdem braucht man bei diesem Verfahren besonder gelost 
Vorrichtungen und recht viel Zeit. Filtra 
Nach der Methode von A. W. Stepanow* wird die halogenenthaltend — 
Substanz in athylalkoholischer Lésung durch metallisches Natrium reduziert Salpet 
Nach unseren Versuchen ist diese Methode fiir Jodeosin nicht brauchhar Uhrgli 
denn nach der Reduktion entstehen so intensiv gefirbte LoOsungen, da Z 
keine Jodbestimmung médglich ist. Losun 
Wir priiften auch die speziell fiir Jodeosin vorgeschlagene Methode falls» 
von Seeker und Mathewsen*, die das Verfahren von Carius und Liebig® wird 
ersetzen soll. Die organische Verbindung wird durch Kaliumpermanganat 
und Salpetersiure oxydiert, das in Jodat iibergegangene Jod mit Schwete! , f 
dioxyd zu Jodwasserstoff reduziert und als Silberjodid gravimetrisc! Es w 
bestimmt. Wir analysierten nach diesem Verfahren ein Priaparat vor Jodge 
Jodeosin von Kaklbaum und erhielten aus drei Bestimmungen die Wert: 
52,89, 50,43 und 51,69°,. In Wirklichkeit enthielt das Praparat 57,30 conse 
Jod. Es werden nicht nur zu niedrige Werte erhalten, die einzelnen Be Pr 
stimmungen stimmen auch nicht tiberein. Die Methode besteht aus einer 
groBen Anzahl von Manipulationen. Die Reduktion von organischen Ver 
bindungen mit Zink in Gegenwart von Silbernitrat und Salpeterséure nac] 
Monthulé® gab ebenfalls keine positiven Resultate. 
Die Methoden von Busch und Stéve*, von Kelber’, Zulkowsky wiv 
Lepez*, die spezielle Vorrichtungen brauchen, sowie die in der Literatw 
1 Houben-Weyl, Die Methoden der organischen Chemie 1, 61, 1925 
2 R. Peltzer, Liebigs Ann. 146, 301, 1868. 
8 Seeker u. Mathewsen, Chem. News 103, 61, 1911. 
4 A. Stepanow, Ber. 39, 4056, 1906. 
5 J. Liebig, Liebigs Ann. 1, 201, 1832. 
®§ Monthulé, Ann. Chim. anal. appl. 17, 133, 1912. 3 
7 Busch u. Stove, Zeitschr. f. angew. Chem. 27, 432, 1914; Ber. 44 | 
. . , vindu 
1064, 1916. e 
8 Kelber, Ber. 50, 305, 1917; 54, 2255, 1921. : 


® Zulkowsky u. Lepez, Mon. 5, 537, 1984. 
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ittene Methode! von Pringsheim* und einige andere priiften wir nicht 
SchlieBlich wandten wir uns dem Verfahren von Volhard® zu, nach 


jem: die zu analysierende Substanz mit Salpeter und Soda geschmolzen 
wird. Die ersten Versuche gaben schlechte Resultate, denn Jod geht teil 


weise in Jodat tiber und wird beim Ansaéuern der aufgelésten Schmelze 
n freiheit gesetzt. Nach einigen Abiéinderungen der Versuchsbedingungen 
dten wir das folgende Verfahren an. das uns tibereinstimmende Werte 
tte. 


NY 


Kine abgewogene J odeosinprobe (0,2 bis 0.4 ¢) wird mit dem 40fachen 
Gewicht einer Mischung von einem Teil calcinierter Soda und zwei Teilen 
Kaliumnitrat sorgfaltig verriihrt und in einen eisernen Tiegel gebracht. 
Die Mischung wird von oben noch auf einige Millimeter mit Soda und 
Salpeter in demselben Verhialtnis bedeckt und vorsichtig bis zum Schmelzen, 
un besten auf einem Asbestnetz, erhitzt. Es ist ratsam, um Verluste zu 
vermeiden, nicht bis zum Durchsichtigwerden der Schmelze zu erhitzen, es 
geniigt, wenn die untere fliissige Schicht die obere Schicht durchtrankt. 
Das Sehmelzen muB bis zum Verschwinden der rosa Farbe fortgesetzt 
werden. Darauf wird der Tiegel abgekthlt, der Inhalt in etwas Wasser 
gelost und in einen konischen Kolben von 1 Liter Inhalt filtriert. Das 
Filtrat wird vorsichtig mit Hilfe einer Pipette mit 70 bis 80 ccm einer 
wisserigen L6sung von schwefliger Saure und darauf mit 50 cem verdiinnter 
Salpetersiure (1:2) versetzt. Beim Anséuern wird der Kolben mit einem 
Uhrglaschen bedeckt. 

Zu dieser Lésung wird ein kleiner UberschuB8 von Silbernitrat (in 
Losung) gegeben und bis zum Auflésen des Silbersulfits erwarmt, nétigen- 
falls wird etwas Salpeterséure zugesetzt. Das entstandene Silberjodid 
wird durch einen Goochtiegel filtriert und bei 130° getrocknet. 


Folgende Tabelle gibt die Ergebnisse einiger Versuche wieder. 
Es wurden zur Analyse Praparate von Jodeosin mit verschiedenem 


Jodgehalt genommen. 





Priparate von Gewichtsmenge Silberjodid lod 
Jodeosin 
gz g 

I 0.4645 0.4780 55.59 
0.3566 0.3643 55.21 

II 0.1992 0.1909 51,77 
0.3022 0.2882 91,52 

Ill 0.3093 0.3178 57,19 
0.2115 0.2248 57.41 

IV 0.2060 0.2077 54,48 


1 H. Meyer, Analyse und Konstitutionsermittlung organischer Ver- 
bindungen 1922, S. 259. 

2 H. Pringsheim, Ber. 86, 4244, 1903; 41, 4267, 1908. 

* J. Volhard, Liebigs Ann. 190, 40, 1878. 
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Es ist bequemer, die Reduktion des Jodats mittels der freie; 
schwetligen Saure und nicht, wie oft vorgeschlagen! wurde, mii 
deren Salze auszufiihren; man kann dabei sicher sein, daB in der Li 
der schwefligen Saure keine Chloride enthalten sind, was oft bei \; 
wendung von Sulfiten vorkommt. Gasférmiges Schwefeldioxyd ix 
weniger leicht zu handhaben als seine wiasserige Lésung. 


Darstellung von reinem Jodeosin. 


Das nach verschiedenen Methoden von uns dargestellte Joc 
sowie die Praparate von Kahlbaum und Merck erwiesen sich nicht 
einheitliche Verbindungen, sondern stellten Gemische von Tetra- 
Dijodfluorescein dar. Wir verfiigten also nicht iiber ein Praparat, 
sich nach seinem Gehalt einem 100°,igen nahern wiirde. Wir |x 
schaftigten uns mit der Darstellung eines solchen aus dem technisclhie1 


7 


Jodeosin. 


Wir versuchten, erst Jodeosin durch Uberfiihrung in sein Acet 
derivat zu reinigen. JD. Pratt und A. Coleman* haben das Diacetat 
Tetrajodfluoresceins (aus Tetrajodphthalanhydrid und Resorcin) da: 
gestellt; das Diacetylderivat des Jodeosins ist unseres Wissens in der 
Literatur nicht beschrieben worden*. Das durch Kochen von Jodeosir 
mit der fiinffachen Menge Acetanhydrid und mehrmaliges Umkristallisiere: 
aus Aceton erhaltene Diacetat stellte ein hellgelbes kristallinisches Pulve1 
dar, das sich beim Erhitzen zersetzte und nicht naher untersucht wurc: 

Das Diacetat wurde durch eine alkoholische Atznatronlésung zerset 
und das entstandene Natriumsalz des Jodeosins mit Salzséiure behande!t 
Darauf wurde das freie Jodeosin mit Wasser so lange gewaschen, bis das 
Waschwasser keine Reaktion auf Chlor mehr gab. und bei 120° bis zum kon 
stanten Gewicht getrocknet. 


Bei der Analyse des gereinigten Praparats wurden folgende Wert: 
erhalten: 





Jodeosin Silberjodid Jod Mittel Jodgehalt vor 

g Z ) 9/9 Reinigung 
0.3095 0.3274 57.14 | 56.93 51,64 
0,2379 0,2498 56,72 aes 


Der theoretische Jodgehalt macht 60.74%, aus, wenn man 
Molekulargewicht fiir Jodeosin 835,74 annimmt. 


' H. Meyer, Analyse und Konstitutionsermittlung organischer V: 
bindungen 1922, S. 254. 

2 D. Pratt u. A. Coleman, Col. 1, 718, 1918. 

3 Erst nach Schlu8 dieser Arbeit gelang es uns, die Abhandlung v: 
M.Gomberg u. D. Tabern kennenzulernen, in der das Diacetat des Tetra}: 
fluoresceins und seine Eigenschaften behandelt werden. (1. Gomberg 
D. Taberne, J. Industr. Engineer. Chem. 1922, Nr. 12, S. 1115 bis 1117 
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F. Mylius und F. Foerster! haben folgende Reinigungsmethode vor- 
hlagen. Jodeosin wird in wasserhaltigem Ather gelést (wozu groBe 
rmengen notwendig sind) und durch eine Natriumhydroxydlésung aus 
Natriumsalz wird mit Alkohol 
Salzséure zersetzt. Der Jod- 
gefunden. 


Atherlésung wieder extrahiert. Das 
ischen, daraus umkristallisiert und mit 
iit des so gereinigten Praparats wird gleich 59,85‘ 
Wir fihrten einen Versuch zur Reinigung von Jodeosin mittels 
Ather durch. Um groBe Atherverluste zu vermeiden, fiihrten wir die 
Extraktion in einem Sozhletschen Apparat aus. Wir erhielten ein 
Praparat von viel schlechterer Zusammensetzung: 





Jodeosin Silberjodid Jod Mittel Jodgehalt vor der 
g g > Reinigung 

0.3300 0.3048 49.90 | sii ee 

0.2471 0,2270 49.6 j 49.76 51,64 


Man kann diesen Befund dadurch erkléren, daB der Ather die 
Beimengungen schneller extrahiert als das Jodeosin selbst. Ein Versuch, 
die Substanz tiber das Kaliumsalz zu reinigen, schlug fehl, denn diese 
Verbindung erwies sich als in Wasser und Alkohol merklich léslich. 

Folgende Methode gab bessere Resultate: In eine 12- bis 15° .ige 
wisserige Ammoniaklésung wurde ein Uberschu8 von Jodeosin gegeben, 
auf dem Wasserbad erwaérmt und vom ungelésten Jodeosin abfiltriert. 
Nach Abkiihlen der Lésung fiel das Ammoniumsalz des Jodeosins kristalli- 
nisch aus. Es wurde in Wasser gelést und mit Salzséure zersetzt. Auf 
diese Weise wurden zwei verschiedene Praparate gereinigt, von denen 
das eine nach seinem Jodgehalt ein fast 100°,iges Praparat lieferte. 





Jodeosin Silberjodid Jod Mittel Jodgehalt vor der 
g g Reinigung 
I 0,3040 0.3191 56,70 56,58 51,64 
0.2798 00,2925 56,46 
0,199 0,2218 59,92 can ons 
it 1999 59,92 =| 59.79 55,39 
0.1630 0.1800 59.67 | 


Wie schon oben erwahnt wurde, erhielten Mylius und Foerster} 
ein Praparat von gleichem Reinheitsgrad auf viel komplizierterem 
Wege. Leider wird von ihnen die Analyse des nicht gereinigten Praparats 
nicht angefiihrt. 

Vergleich von Jodecsinpraparaten verschiedener Herkunft: Wir 
analysierten und untersuchten auf ihre Anwendbarkeit als Indikatoren 
eine Reihe von Jodeosinpraparaten, die bei verschiedenen Verhaltnissen 
dargestellt waren. Folgende Tabelle umfaBt die Resultate der Analysen. 


1 F. Mylius u. F. Foerster, Ber. 24, 1483, 1891. 
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ew Jodgehalt Theoretis 
fipara Benennung des Priparates Mittel Jodge} 
Nr Plo 
I Jodeosin mit 30% Jodiiberschub dargestellt 55,39 60,74 
Il Jodeosin durch Reinigung von I dargestellt 59,79 69,74 
Ill Jodeosin mit 5% Jodiiberschub dargestellt 51,64 60.74 
lV Jodeosin yon Kahlbaum ,zur Analyse“ 57,30 60.74 
V Jodeosin von Merck .trocken“ << 54.48 60.74 
Aus dem Vergleich der erhaltenen Werte ist ersichtlich, dal 


mit Ausnahme von II alle Praparate unserer sowie auslandischer Da; 
stellung unrein waren und Beimengungen von nicht v6llig jodierten 
Produkt enthielten. Das beste Praparat stammt von Kahlbaum, obwo! 
es ebenfalls fast 3,5°,, weniger Jod enthielt als theoretisch berechnet 

Mercks Praparat ist bedeutend schlechter. Das von uns mit einem 
30°% igen JodiiberschuB erhaltene und nur ausgewaschene Praparat 
nimmt die Mitte ein. Bei einem kleinen JodiiberschuB ist der Jodgehialt 
des erhaltenen Jodeosins sehr niedrig. 

Da es uns in allen Praparaten nicht gelang, Fluorescein nachzu 
weisen, so muB man annehmen, daB sie aus einem Gemisch von Tetra 
und Dijodfluorescein bestanden. Deshalb schien es uns von Interess« 
festzustellen, ob die enthaltenen Beimengungen die Eigenschaften de- 
Jodeosins als Indikator beeinflussen wiirden. 

Eine n/100 Salzsdurelésung wurde mittels n/l00 Natronlauge unte: 
Anwendung von Jodeosin aus allen Praparaten titriert. 


In einen konischen Kolben wurden 50 ccm bidestillierten Wassers, 
10cem n/100 Salzsiure und 30ccm neutraler Ather gegossen. De 
Indikator wurde durch Auflésen von 0,05 g Jodeosin in 50 cem Alkoho 
bereitet’. 

Die Titrationsergebnisse sind in folgender Tabelle zusammen- 





gestellt: 
Indikator 
ee i 6 Tropfen NaOH ~ 4 Tropfen NaOH 2 Tropfen NaOH 

Nr. ecm ecm ecm 

I 10,05 10,05 10,10 

Il 10,06 10,05 10,10 
Ill 10,06 10,05 10,10 
IV 10.05 10,05 10,10 


Der Umschlag des Indikators ist bei allen Praparaten gut ausgepraygt 
AuBerdem wurden alle Praparate auf ihre Empfindlichkeit folgender- 


maBen gepriift?. 


1 Murray, Standarts and tests for reagents chemicals 1920, 5. 17! 
2 E. Merck, Priifung der chemischen Reagenzien 1922, 8. 143. 
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- In einen Zylinder aus weiBem Glas mit angeschliffenem Stopfen 
len 100 cem destilliertes Wasser und 30 cem neutraler Ather gegossen; 
uf wurden 5 Tropfen Jodeosin (1 g Jodeosin auf 500 cem Alkohol) 
setzt und tropfenweise mit n/100 Salzséure bis zum Verschwinden der 

Farbung der Wasserschicht titriert. Ein erneuter Zusatz von 5 Tropfen 
eosinlésung farbte die Wasserschicht nicht mehr. Daraus folgt, daB 
Empfindlichkeit bei allen Praparaten normal war. 


SchluBfolgerungen. 


1. Ein niedriger Jodgehalt im Jodeosin beeinfluBt nicht seine 
Kivenschaften als Indikator. 


[iat 
' 2. Zur Untersuchung von Jodeosin als Indikator geniigt es voll- 
tandig, die oben angegebenen Priifungsverfahren anzuwenden. 
3. Zur Jodbestimmung in Jodeosin laBt sich gut die Methode von 
het 
a Volhard — Schmelzen mit Soda und Salpeter und darauffolgende Re- 
en 
me duktion des Jodats mit schwefliger Saure — anwenden. 
t 
f ilt 
ZU 
bra 
SMt 
ales 
iter 
ers, 
Det 
ho 
(I). 





Uber die Beeinflussung des Kohlenstoff- und Oxydations- 
quotienten des Harns durch enterale Zufuhr von Aminosauren. 


Von 
Tomiji Osuka. 


(Aus der Experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 8. Januar 1932.) 


Die Erfahrung lehrt, daB der Quotient C: N im Harn durch den 
Gehalt des Harns an anorganischen Carbonaten nicht nennenswert 
beeinfluBt wird. ,,Die letzten Endprodukte der im Kérper statt- 
findenden Verbrennungen sind Kohlenséure, Wasser, Ammoniak, 
Schwefelséure u.a.m. Ist ein K6rper restlos zu diesen Produkten 
abgebaut, so ist sein Energiegehalt soweit ausgenutzt, wie es der 
Organismus tberhaupt vermag. Berechnet man die Menge Sauerstoff, 
die eine Substanz bei voélliger Verbrennung zu den genannten Ver- 
bindungen noch aufnehmen wiirde, so gewinnt man einen genauen 
MaBstab fiir ihre Oxydationsstufe und damit einen Grad fiir die Ver- 
wertung ihres Energiegehaltes‘ (1). Diese zur vélligen Verbrennung 
benétigte Menge Sauerstoff bezeichnet H. Miiller als den_,, Vakat- 
Sauerstoff‘. Das Verhaltnis'O:N ist dann der Oxydations quotient 

Das vollstandigste Oxydationsprodukt des tierischen Kérpers ist 
der Harnstoff, der keinen Vakat-Sauerstoff verbraucht. Das Ver- 
haltnis O: N ist dann 0: 28; der Wert fiir Ammoniak ist 0: 14, da eben- 
falls kein Vakat-Sauerstoff verbraucht wird. Daraus ergibt sich, dai 
der Oxydationsquotient die Menge der nicht véllig oxydierten Substanz 
anzeigt, wahrend der Kohlenstoffquotient die gesamte Menge des 
organisch gebundenen Koblenstoffs angibt. Wasserstoff und Schwefe! 
werden in ihren Verbindungen durch den Vakat-Sauerstoff zu Wasser 
und Schwefelsaéure oxydiert. 

Daraus geht hervor, daB bei Anderungen in der Zusammensetzung 
des Harns die dadurch bedingten Schwankungen in der Lage der beiden 
Quotienten parallel gehen kénnen, aber nicht miissen. Die Quotient- 
lage wird in allen Fallen nicht nur von den C- und Vakat-O-Werten, 





ind ¢ 
Meng 
gehal 
I 
Meng 
(resal 
Abba 
Ande! 
] 
und | 
Harn 
Harn 
ist C 
zutril 
oder 
uot 
wir §' 
von 
Quot 
klein 
Verh: 
dure] 
belle 
theor 
prod 
Den | 
stoff 
mit 1 
mit ; 
J 


q uali 





len 








[. Gouka: Beeinflussung d. Kohlenstoff- u. Oxydationsquotienten usw. 105 


sondern ebenso nachdriicklich von den N-Werten bestimmt. Beide 
Quctienten missen ceteris paribus um so héher liegen, je weniger 
EiveiB umgesetzt wid. Bei vorwiegender Kohlenhydrat- oder Fett- 
nalrung liegen also beide Quotienten wesentlich héher als bei eiweiB- 
reicher Nahrung. AuBerdem werden die Quotienten wahrscheinlich 
durch sehr N-arme coder N-freie organische Substanzen im Harn mitbe- 
stimmt. Aber auch schon, wenn wir nur die bekannten N-haltigen 
Substanzen des Harns beriicksichtigen, kénnen wir feststellen, daB 
bei verschiedenem Gehalt des Harns an gleicher Substanz der Kohlen- 
-toffquotient (K. Q. = C:N) geringere Verschiebungen erkennen |aBt 
als der Oxydationsquotient (O. Q. = O:N). 

In der Tabelle I habe ich die theoretischen Verschiebungen von O: N 
ind C:N berechnet in einer Standardharnstofflésung mit verschiedenen 
Mengen von Kreatinin oder Lysin. Mit steigendem Kreatinin- oder Lysin- 
halt steigen beide Quotienten, aber O: N mehr als C: N. 

Fiige ich der Harnstofflésung Traubenzucker oder Fett in steigenden 
Mengen zu, so ergibt sich das gleiche Bild in verstarktem MaBe, weil der 
Gesamtstickstoff sich nicht vermehrt und sich der Nenner nicht andert. 
\hbauprodukte des Traubenzuckers oder der Fette bedingen die gleichen 
Anderungen der Quotienten (vgl. Tabelle Ic). 

Bereehne ich fiir bekannte EiweiBabbauprodukte die Quotienten 
und ordne sie nach steigendem O:N, so steht am Ausgangspunkt der 
Harnstoff und am Ende das Phenylalanin (2). Im Bereich der dem 
Harnstoff benachbarten Verbindungen bei Allantoin und der Harnsaure 
ist ©: N héher als O: N, wahrend bei allen anderen das Umgekehrte 
zutrifft (Tabelle II). Demnach muB ein erhéhter Gehalt an Allantoin 
oder Harnsiure im Harn den C: N-Quotienten erhéhen. Da _ der 
Quotient O: N nicht in dem gleichen MaBe beeinfluBt wird, erhalten 
wir so ein undeutlicheres Bild. Sind nun gar anormale Abbauprodukte 
von EiweiB, Kohlenhydraten oder Yett vorliegend, so drangen beide 
Quotienten in die Héhe, der C: N langsamer als der O: N, unbeschadet 
kleiner Retardierungen, die bei dem einen oder anderen durch das 
Verhaltnis der Mischung der Abbauprodukte herbeigefiihrt werden. 

Eliminiere ich den Stickstoff aus den Quotienten, indem ich O: N 
durch C:N dividiere, so erhalte ich einen Quotienten O:C. In Ta- 
belle III habe ich fiir verschiedene N-freie chemische Substanzen die 
theoretischen O: C-Werte berechnet. Der Quotient fiir Zuckerabbau- 
produkte liegt im Mittel bei 2,80, der fiir Fettabbauprodukte bei 3,12. 
Den theoretisch héchsten Wert erreicht der Quotient im Kohlenwasser- 
stoff Methan CH, mit 5,33. Tabelle II zeigt, daB bei N-haltigen Kérpern 
mit wachvendem Molekil der Quotient O:C zunimmt, Valin erreicht 
mit 3,15 einen Héchstwert. 

Der Quotient O:C bedeutet also ein sehr gutes Kriterium fiir die 
qualitativen und quantitativen Verhdltnisse der Stoffwechselprodukte. 
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Gleichzeitig verfolgte ich mit meiner Arbeit auch noch ein an 
Ziel. 

Bickel und Remesow (3) haben die Entdeckung gemacht, dali |, 
Hunden, die sich im Kérpergewichtsgleichgewicht mit einer bestim: 
N-Bilanz befanden und taglich eine quantitativ und qualitativ ge: 
definierte gemischte Nahrung erhielten, eine Steigerung der C-.\us. 
scheidung im Harn zustande kam, wenn ein Teil des Nahrungseiwe ile. 
durch ein Aminosduregemisch ersetzt wurde. Es stieg also der Har 
quotient C:N, 

Zwei Hunde hatten in diesen Versuchen 45g WeizeneiweiB pro di 
erhalten, dann wurden 2 g EiweiB durch Aminosauregemisch von gleiche: 
N-Gehalt ersetzt. Dieses Aminoséuregemisch war ein Saurehydrolysat 
von EiweiB. Der Kohlenstoff und Stickstoff dieses Hydrolysats wur« 
ausweislich der Kotanalysen dieser Versuche tadellos resorbiert. 

Ich habe jetzt diese Versuche an Ratten weitergefiihrt, und zwar 
unter Verwendung genau definierter reiner Aminosiuren. Die Ratte: 
wahlte ich als Versuchstier, weil erfahrungsgemaB die Harnquotienten- 
lage bei Tieren, die gemischte Nahrung oder vornehmlich kohlen 
hydratreiche Nahrung bevorzugen, deutlicher zu beeinflussen ist, als 
bei einem reinen Fleischtresser, wie der Hund. Wenn durch Ersatz 
eines Teiles des NahrungseiweiBes durch Aminosiuren vom gleichen 
Stickstoffwert der Harnquotient C:N verandert wird, so kann das 
nach der Arbeit von Bickel und Remesow nicht mit der Resorption im 
Darm zusammenhangen. Die Lehre geht ja gerade in der Richtung, 
daB das Nahrungseiweif vor allem in Form von Aminosaéuren im Ver- 
dauungstraktus resorbiert wird. Es miiBte also fiir den intermediaren 
Stoffwechsel gleichgiltig sein, ob man natives EiweiB oder Amino- 
sduren gleichen N-Gehaltes verfiittert. Die Befunde von Bickel und 
Remesow erweisen die Unrichtigkeit dieser Annahme. Wenn diesen 
Befunder. irgendwelche GesetzmaBigkeit zukommt, sind wir gezwungen 
unsere Anschauungen tiber die Vorgange bei der EiweiBernahrung 
wesentlich zu modifizieren. Vorliegende Arbeit soll ein Beitrag zu diese: 
Frage sein. ich habe gepriift, wie sich der Harnquotient C: N bei Ratten 
verhalt, wenn das Nahrungseiweif teilweise oder ganz durch Aminosduren 
gleichen N-Gehaltes ersetzt wird. Bei einigen Tieren wurde auch de: 
Quotient O:N bestimmt (4), um die Frage zu klaren, wie sich di 
beiden Quotienten verhalten hei wechselnder Zusammensetzung de> 
Harns. 


Ausfiihrung der Versuche. 


Die erste Versuchsreihe zur Bestimmung des C : N-Quotienten wurde 
an vier mannlichen Ratten (Tabelle IV), die in Einzelkafigen gehalten 
wurden, durchgefiihrt. Die andere Versuchsreihe enthielt vier mannlich« 
Ratten (Tabelle V), deren 24stiindige Harnmengen zu je zwei vereinigt 
wurden, da die Harnmenge einer einzelnen nicht fiir die Durchfiihrung 
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Analysen ausreichte. weil neben N und C die Vakat-O-Bestimmung 
hgefuhrt wurde. Jede Ratte erhielt in der Vorperiode pro die: Casein | g, 
toffelstarke 1g, Traubenzucker 1 g, frische Butter 4g. Salzgemisch 

g, Citronensaft 0,5 cem und etwa 30 ccm Wasser. Um ein Verstreuen 

h das Tier unmdéglich zu machen, wurde eine homogene Mischung 

vestellt. Zuerst wurde die Kartoffelstarke in das siedende Wasser ein 
tragen und dann unter Riihren das andere Material. Citronensaft und 
tter wurden erst nach dem Kochen zugesetzt. 

In der Hauptperiode wurde das Casein zur Halfte oder auch ganz 
durch die Aminoséuregemische A, B und C ersetzt. Als A und # bezeichne 
ich aus hochwertigem Eiwei8 durch Salzséiurehydrolyse gewonnene 
Praparate. 

Das Aminoséuregemisch C stellte ich mir aus den handelsiiblichen 
Praparaten zusammen. Es enthielt Glykokoll 4 g, «-Alanin | g, Tryosin 1 g, 
Asparaginséure 1 g, Cystin 2g und Glutaminsaurehydrochlorid 1g. Das 
Gemisch A enthielt 13.6°, N, B 14.0°, N und C 13,8°,, N. 

Die Kohlenstoffbestimmung wurde nach der von mir modifizierten 
Methode von Nicloux (5) ausgefiihrt, die Stickstoffbestimmung als 
Halbmikromethode nach Kjeldahl und die Vakat-Sauerstoffbestimmung 
nach Miiller (6). Als ich bei der Berechnung fiir den Quotienten O: C 
Werte von 3,6 bis 4,0 erhielt, die mit den oben ausgefiihrten theoretischen 
Erwagungen nicht wbereinstimmten, muBte ich die Methode von 
H. Miiller nachprifen. Dieser gibt bei seiner neuen Methode an, daf 
bei einer Schwefelsiurekonzentration von 80°, der Fehler durch 
spontane Zersetzung des Kaliumjodats unbedeutend ist. Leerversuche, 
die ich anstellte, zeigten, daB etwa 20°, des Jodats zersetzt werden. 
Uber das Ergebnis der Untersuchungen, die im hiesigen Institut durch- 
gefiihrt wurden, wird in kurzer Zeit berichtet werden. Die Nachprifung 
ergab, daB die Fehler bei samtlichen Analysen konstant blieben. 

Aus diesem Grunde fiihre ich in den Tabellen Va und Vb die durch 
technung korrigierten Vakat-O-Werte an. 

Aus den angefiihrten Tabellen geht ganz detttlich hervor, daB der 
Harnquotient C: N immer anstieg, sobald das Casein durch eines der 
Aminoséuregemische ganz oder teilweise ersetzt wurde. Immer ver- 
mehrte sich auch der Kohlenstoff des Harns, der Stickstoff des Harns 
blieb entweder unverandert oder zeigte eine Steigerung. Die Steigerung 
des Harnquotienten C: N war gréBer bei den Hydrolysaten A und B. 
Diese Saéurehydrolysate enthalten alle in den nativen hochwertigen 
EiweiBsubstanzen vorkommenden Aminosaéuren, wenn man von der 
teilweisen Zerstérung des Tryptophans absieht. (Wie wirkt Verfiitterung 
von reinem Tryptophan?) Das Aminosaiuregemisch C, welches aus 
Glykokoll, Alanin, Tyrosin, Asparaginsaure, Cystin und Glutamin- 
siurehydrochlorid bestand, lieB den Harnquotienten C:N in ge- 
ringerem Mae ansteigen. Versuche mit negativem Ergebnis waren 
nicht festzustellen. 
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iflussung des Kohlenstoff- und Oxydationsquontienten des Harns. 


Vakat O:N, C:N und Vakat O: 


Tabelle 


#5. 


C in N-haltigen Substanzen. 





Harnstoff 
Allantoin 
Harnsaure 
Xanthin 
Guanin 
Hy poxanthin 
Adenin 
Asparaginsaure 
Glykokoll 
Methylguanidin 
Kreatinin 
Oxyglutaminsaure 
Histidin 
Serin 
Glutaminsaure 
Leucin 
Arginin 
Oxy plorin 
Alanin 
Tryptophan 
Tyrosin 
Prolin 
( y stin 
Ornit hin 
Phenylalanin 
Lysin 
Valin 


Formel 


CHyN,O 
(Hg N4Os 
C5 HyN,Os 
C,H, N,0,o 
C,H,N,O 
C,H,yN,O 
C,H,N; 
Cy,H,;NO, 


Tabelle 


Vakat O:N ani C:} Vales 
0 

0,67 
0.80 
1,06 
1.07 
1,32 
1,34 
1,99 
1,99 


> 


2.09 


bees “toe 
,] 


1D & O'S DO Ore 


7 


Se) 
Whonw- 
orm Wee 


lor goto to gr 


SHS: 


> 


wmnonwnwnwnrvnwne 
rs 


bO bo bo 
DDS 
Ww IO OO 


ISes ge 
»>owaN 


VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVAASA 


nS: 


Ill. 


109 


Vakat 


O:C in Zucker- und Fettabkémmlingen 





Juckerabbauprodukte 


Dioxyaceton 
Methylglyoxal 
Brenztraubensaure 
Milchsaure 
Acetaldehyd 
Mssigsaure 


Menge 


Vakat 0-Menge C-Menge 


Forme] 
£ £ g 


4.00 
5.00 
4,09 
4,00 
5.45 
4.00 


4,42 


10,67 
13,33 

9.09 
10,67 
18,18 
10.67 


12,26 


10 
10 
10 
10 
10 
10 


C3 H6 0s 
C3 HO 
C3 Hs 
Cy Hg Os 
C,H,O 
C,H, 0, 


Durchschn.- Werte: 





Fettabbauprodukte 


}-Oxy buttersaure 
Acetessigsaure 
Aceton 


Menge Vakat O-Menge C-Menge 


, y 
o u 


Forme! 


4,62 
4.71 
6,21 


5,18 


13,85 
12.55 
22.07 


C,H; Os 10 
C,H, Os 10 
C3 H,0 10) 


Durehschn.-Werte: 16,16 


Vakat O 


3.00 
2.67 
3.56 


3,12 
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Tabelle IV. 











a) Ratte Nr. |. 
liglich 
Versuchs- Kérper- ver- Harn- : : Bemerkungen ! 
tag goauis —_ menge Harn-C | Harn-N/ (,.y phen 
menge oder Aminosiurem: 
1931 g Dlg com £ £ 
Vorperiode 
dD. VITL. 100 80 3.5 0.0459 0.0508 0,904 V1 
6. VIIL. 100 90 12.0 0.0898 01082 0.830 Vi 
7. VITI. 105 100 13.0 || 0.0718 0.0787 0,912 VII 
Periodendurchschn.-W erte: 0.2075 0.2377 0.873 I 
1g Casein 
8. VIII. 105 90 18.5 | 0.0725 0.0777 0.933 SVU 
9. VIII. 105 90 15.5 | 0,0682 0.0809 0,843 VU 
10. VILL. 105 90 148 0.0618 0.0696 0.888 VII 
Periodendurchschn.-Werte: | 0.2025 0,2282 | 0,887 P 
Hauptperiode 
12. VI 105 100 15.2 | 0.1097 | 0,0912 1,208 2. Vil 
13. VIII. 109 100 9,0 0.0945 0,0675 1,400 | ; . VE 
% 0,92 g Aminoséure ‘ 
14. VIII. 109 100 13.8 0.0816 0.0824 0,990 gemisch A 1 V1 
Periodendurchschn.-Werte: 0.2858 0.2411 1,185 | P 
15. VIL. —-:100 90 10,0 01222 0.0910 1,343 ». VU 
16. VIII. G5 80 11.5 0.0774 0.0678 1,142 | 0.46 g Aminosdure 6. VI 
17.VIll. 90 80 10,1  0,0949 0.0596 1,577 oe + oe 7. VI 
Periodendurehschn.-Werte: | 0,2936 0,2184 1,344 | P 
19. VIL. 90 109 13,5  6,9918 | 0.0765 1,200 9 VII 
20. VILL. 95 190 9.0 0,0861 0,0595 1,447 | ; Vil 
0,92g¢ Aminoséure oe 
21. VIII. 95 90 7.0 | 0.0936 | 0,0670 1,397 gemisch A 1. VII 
Periodendurchschn.-Werte: | 0.2715 | 0.2030 1,337 | P 
Nachperiode 
22.VIll. 95 80 10,0 0,9624 0.0681 0,916 2. Vil 
23. VIII. 95 80 6,0  0,9512  0,0588 0,871 3. VU 
24. VIII. 95 80 98 0.0699 0.0590 1.185 4. Vil 
Periodendurchschn.-Werte:  0,1835 1,1859 0,987 P 
lg Casein . 
28. VIII. 9% 90 3,0 00,0264 0,0333 0,793 Ss. VE 
30. VIII. 95 9) 5,0 0,0483 0.0630 0,767 ). VII 
31. VIII. 95 90 6,0  0,0523 0.0551 0,949 \. VIl 
Periodendurchschn.-Werte: 0,1270 09,1514 | 0,839 P 
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Tabelle IV (Fortsetzung). 


b) Ratte Nr. 2. 





Taglich 
hs-, Kdérper- ver- Harn- Bemerkungen 
wen Petter. st sine aie C:N (Eiweib 
menge oder Aminosdéuremenge) 
uv cem gz g 
Vorperiod 
VII 105 100 12.0 0.0763 0.0863 0,884 
VIII. 110 100 12.0 0.0868 0.0924 | 0,939 
Vill 115 100 11.3 0.0567 0,0628 | 0,903 
Periodendurchschn.- W erte 0.2198 0.2415 0.910 
lg (asein 
S VIIL. 115 100 11.0 0.0542 0.0567 0.956 
» VIL. 115 L00 16.8 0.0578 0.0583 0.991 
Vill 115 100 19.3 0.0629 0.0764 0,823 
Periodendurchschn.-W erte: 0.1749 0.1914 0914 





Haupt periode 


VILL. 110 10) 15.2 | 0.0833 60,0719 1,159 | 








3 VIL. 105 S!) 14.4 0.0889 0.0835 1,065 
Riis 0,90 g¢ Aminos&ure- 
4. VIII. 110 80 7.55 0.0416 0.0311 1,338 | gemisch B 
Periodendurchschn.-Werte 0.2138 0.1865 1,145 , 
5. VIII. 110 9) 6.0 0.0567 0,0582 0,974 
6. VILL. 110 9) 10.6 0.0723 0,0636 1,137 | 0,45 g Aminosture- 
17. VIII. 105 90 7.8 0.0623 0.0491 1.269 | —- B + 050g 
Pericdendurchsehn.-Werte: 0,1913 0,1709 1,119 
9 VIII. 105 90 10.0 0.0866 0.0578 1,498 
20, VEIL. 195 80 7.5 0.0706 0.0587 1,203 | 
0,90 ¢ Aminos&ure 
21. VIIL. 100 80 8.5 0.0628 0.0460 1,365 gemisch B 
Pericdendurechschn.-Werte: 0,2200 01625 1,354 | 
Nach periode 
22. VIII. 100 80 7.8 0.0561 0.0592 0,948 
23. VIII. 100 80 40 0.0409 0.0516 0,793 
24. VIII. 95 90) 6.2 | 0.0508 0.0450 1,129 
Periodendurchschn.-Werte: | 0,1478 0,1558 0,949 
lg Caseir 
28. VIIL. 100 99 6.0 0.0513 0.0516 0,994 
). VIL. 100 90 7.9 0.9685 0.0806 0,859 
VIII. 100 90 83 0.0632 0.0684 0,924 
Periodendurchschn.-Werte: || 0,1830 0.2006 0,912 
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Tabelle IV (Fortsetzung). 
c) Ratte Nr. 3. 
Taglich 
Versuchs- | Kérper- ver- Harn- ; . Bemerkunge 
tag gowleht a nenee Harn-C  Harn-N- . Pe — 
menge oder Aminosauren 
1931 g 0/, cem g 4 
Vorperiode. 
5. VIII. 95 80 95 0.0568 0,0636 0,893 
6. VIII. 95 80) 8.0 0.0596 0.0678 0,879 0 
7. VITL. 95 90 12.8 0,0554 0,0608 0,911 
Periodendurehschn.-Werte: 0,1718 0,1922 0,894 
1 g Casein 
8. VIII. 95 90 17,0 0,0611 0,0684 , 0,893 . 
9. VIII. 95 90 17,6  0,0530 0,0559 0,948 9 
10. VIIL. 95 90 228 0,0536 0.0638 0,840 
Periodendurchschn.-Werte: 0,1677 O,1881 0,892 
Haupt periode. 
12. VII. 90 60 3,0 | 0,0429 0.0410 1,046 c 
13. VIII. 80 60 4,0 | 0,0392 0,0308 1,273 | 0.90 Aminosaur 
gemisch 
Periodendurchschn.-Werte:  0,0821 0,0718 1,130 
15. VII. = 85 90 8.0 0.0526 0.0560 0,939 15, 
16. VIII. 85 90 12,0 0,0776  0,0572 1,357 - 
17. VIII. 90 90 11,0 0,0738 0,0602 1,226 a 
Periodendurchschn.-Werte: | 0,2040 0,1734 1,176 0,45 g Aminos&urs 
gemisch C + 0 19.7 
19. VIII. 90 90 13,0 0,0722 0,0700 | 1,031 Casein ects 
q ) ' 
20. VIII. 90 90) 18,5 | 0,0662 0,0628 | 1,054 wv. 
ae ei 1) 
21. Vill. 90 90 | 10,5 0,0556 0,0454 | 1,204 l 
Periodendurchschn.-Werte: | 0,1940 0,1782 1,089 
Nachperiode. 
99D 1 
22. VII. | 95 100 11,9 | 90,0501 0.0577 0,868 ai 
23. VIII. = 95 100 =: 12,5, :0,0589  0,0638 0,923 -m 
24. VIII. 95 100 7.5 | 0.0593 0.0570 | 0,882 z 
Periodendurchschn.-Werte: 90,1593 | 0,1785 0,892 
1g Casein 98 | 
28. VIIT. 95 90 8,5 0.0457  0,0459 | 0,996 : : ' 
30. VIII. 95 90 8,0 0.0558 0,0602 0,927 “i ' 
31.VI. 95 90 9,0 0,0451 0,0552 0,817 is 
Periodendurehschn.-Werte:  0,1466 0,1613 | 0,909 











nflussung des Kohlenstoff- und Oxydationsquotienten des Harns. 


113 











Tabe lle IV (Fortsetzung) 
d) Ratte Nr. 4. 
raglich 
hs- Kdorper- Ver Harn- Bemerkunge! 
g gewicht —— menge Harn-C  Harn-N x ‘EiweiB 
- menge oder Aminosiuremenge 
! g eem g g 
Vorperiode. 
VIII 100 10) 8.5 0.0680 0,0777 | 0.875 
6. VIII. 109 100 8.3 0,0723 90,0881 | 0,821 
VIII. 105 Gg) 10,0 0.0993 0.1076 0,839 
Periodendurchschn.-W erte 0.2396 0,2734 0,843 
lg Casein 
s. VIII. 105 9) 18.0 0.0398 0.0488 0.816 
9. VIII. 105 90 18.0 0.0739 0.0796 0,928 
VIL 100 90 12.8 0.0876 01201 0,729 
Periodendurchschn.-Werte: 0.2013 0.2485 0.810 
Haupt periode. 
12. VIII. 95 20 2.5 0,0249 0,0261 0,954 
re 13. VIII. 9) 40 20 0.0786 0.0798 0.985 0,90 ¢ Aminosaure 
gemisch ¢ 
Periodendurchsechn.- Werte: 0.1035 0.1059 0,977 
15. VILL. 85 100 15.7 0,0971 00,0970 1,901 
16. VIII 85 109 11,9 0.0582 0.9525 1,109 
17. VIII. 99 90 15.5 0.0519 0.0594 0.874 
ss Periodendurchschn.-Werte: 9,2072 0,2089 | 0,992 0,45 g Aminossure 
O5¢ gemisch C 
19. VIII. 90 90 9.0 90,0688 0.0488 1,410 + 0,50 g Casein 
20. VIII. 9) 90 13,5 0.0624 0.0764 0,817 
91. VILL. 90 100 14.0 0.0600 0.0536 1,119 
Periodendurchschn.-Werte: 0.1912 O1788 1,069 
Nachperiode. 
22. VIII. 99 100 9.0 0,9401 0.9441 0,909 
93 VIII. 99 100 12.2 0.0509 0.0500 1.018 
24. VIII. 95 80 15,0 0.0527 0,0790 0,753 
Periodendurchschn.-Werte: 0.1437 0.1641 0,876 
lg Casein 
28. VII 95 80 45 0,0247  0,0266 | 0,929 
30. VIL. 95 SO 4.9 0.0294  0,0304 0,967 
31. VIII. 95 SO 6.9 0.0562 0,0614 0,915 
Periodendurchschn.- Werte: 0.1103 0.1184 0,932 
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116 T. Osuka: Beeinflussung d. Kohlenstoff- u. Oxydationsquotienten \ 


Ohne die vorgenommene Korrektur waren die Oxydati 
quotienten O: N unbefriedigend. Nach der Korrektur dndern sich 
Oxydationsquotienten in beiden Versuchen gleichsinnig mit den Kol 
stof/quotienten. Der Quotient O: C zeigte dann in der Vorperiode Vi. 
von 2,15 bis 2,34 und in der Hawptperiode von 2,00 bis 2,14. 


Schlub. 


1. In physiologischen und pathologischen Harnen sind die Schwa 
kungen der O : N- Quotienten immer gr6Ber als die der C : N- Quotiente: 

2. Fir Stoffwechselversuche sind beide Quotienten gleich gut 
verwerten, wenn man von dem Vorteil der einzelnen Methode absielit 

3. Es ist anzustreben, beide Quotienten gleichzeitig zu bestimny 


4. Angesichts der aus meinen Versuchen sich erneut ergebende: 


Wirkung der Aminosaurezufuhr auf den Stoffwechsel drangt sich w 


die Frage nur um so lebhafter auf: ,,Warum hat die enterale Zufuly 


von Aminosiéuren die beschriebene Wirkung auf den intermediire: 


Stoffwechsel, wihrend die enterale Zufuhr einer Menge nativen Eiweilie- 


von gleichem N-Gehalt, wie ihn die Aminosiuren hatten, keiner| 
Wirkung in der genannten Richtung austbt ?°  Darauf miissen wi 
vorlaufig die Antwort noch schuldig bleiben. 


Literatur. 
1) H. Miiller, Klin. Wochenschr. 1926, Nr. 48. 2) Derselbe, dies 
Zeitschr. 186, 453, 1927. 3) A. Bickel u. Remesow, ebendaselbst 186, 54, 
1927. 4) Vgl. A. Bickel, ebendaselbst 199, 1928. 5) T. Osuka, eber 


daselbst 244, 284, 1932. 6) H. Miller, ebendaselbst 213, 1929. 


Mer 


nacl 


und 
hyd 
In ( 
inge 
path 


(res: 


Mik 
von 
Zu « 
(resé 
linke 
les 

reil 


und 








oe => 


me! 


nae! 





Uber die Rolle der stark ungesittigten Fettsiuren 
im Organismus. 


Von 
N. Berend. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Budapest.) 


(Eingegangen am 12. Januar 1932.) 
Mit | Abbildung im Text. 


In einer vorhergehenden Mitteilung wurde beschrieben, daB die 
Menge der stark ungesattigten Fettsauren wahrend der Fettresorption - 
nach einer anfainglichen Verminderung — anwachst. Kohlenhydrat- 
und KiweiBfitterung blieben unwirksam. Wurde Fett und Kohlen- 
hydrat zusammen verabreicht, blieb die anfangliche Verminderung aus 
In dieser Mitteilung werden Standardwerte fiir die Menge der stark 
ungesattigten Fettséuren unter verschiedenen physiologischen und 
pathologischen Verhaltnissen angegeben und ihre Menge mit dem 
Gesamtfettgehalt verglichen. 


Methodik. 


Die Bestimmung der stark ungesaéttigten Sauren wurde’ mit der 
Mikromethode von T'angl (1930), die Gesamtfettbestimmungen mit de1 
von Bloor (1929) modyizierten Bangschen (1918) Methode ausgefiihrt 
Zu der Bestimmung der ungesattigten Saéuren wurden 5ccem, zu det 
Gesamtfettbestimmung Ileem Blut verwendet, das direkt aus det 
linken Herzkammer entnommen wurde. Zwischen dem Fettgehalt 
les vendsen und arteriellen Blutes besteht ein Unterschied, da ein 
leil des Blutfettes in der Lunge zurtickbleibt oder verbrennt (Roger 
und Binet, 1924). 


In der Tabelle I gebe ich Normalwerte an. Das Blut wurde morgens 
entnommen, die Hunde waren nichtern. Am vorhergehenden Tage 
bekamen sie gemischte Nahrung. Das Ergebnis von zehn Bestimmungen 
ergibt im Mittelwert 18,1] mg in 100 cem Vollblut 
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Tabelle i. 





Nr Untersuchte Substanz ree eaten 

mg mg me 
1 Hundeblut 5 cem 1,80 0,97 19.4 
2 ‘ 5 , 1,68 0,90 18. 
3 ‘ es 1,73 0,93 18.6 
4 ‘ _ 2,08 1,18 20.4 
5 ‘ Bis 1,92 0,96 19,2 
6 s os 1,96 1,18 14,¢ 
7 = D » 1,58 0,96 18,8 
8 s Ds 1.64 0).82 16.4 
9 os Bb, 1,72 0,86 17.2 
10 s 5 , 1.94 0,82 19,4 
11 Ochsenblut 5, 1,84 ),92 18,4 
12 a os 1,94 0,97 19.4 
Mittelwert beim: Hundeblut: 18.1 


Ochsenblut: 18.4 


In Tabelle IL wird Serum und Vollblut verglichen. Wie ersichtlic! 
ist der Gehalt des Serums an stark ungesittigten Sauren hoher als i: 
den Formelementen. Der Gehalt der Formelemente wurde aus de! 
Angaben fiir Vollblut und Serum errechnet. 


Tabelle II. 





Triarachidonat mg-° 


Nr Untersuchte Substanz 
Serum Formelemente Vollbl 
1 Ochsenblut 5 cem 12,4 7,4 19,8 
2 . Pag 12,2 8.6 20,8 
3 Hundeblut 5 . 11,0 7,6 18.6 
4 - Boies 9,6 11,2 20.8 
Mittelwert: 11,3 8.7 20.( 


Tabelle III zeigt die Wirkung des Hungerns. Die Tiere hungerte: 
48 Stunden. Da die Ergebnisse gréBere Schwankungen aufwiesen (ir 
zum Teil mit dem allgemeinen Ernaihrungszustand und der Grol 
der Fettdepots im Zusammenhang zu _ stehen scheinen), wurde! 
mehrere Bestimmungen ausgefiihrt, um einen besseren Mittelwert 


gewinnen. 


10 
20 
30 
40) 


Men, 
in 5 


LOO ¢ 
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(Let: 
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Tabelle I1l. 
, lriarachidonat 
Bro 1 
Untersuchte Substanz — 
my mg my 
Hundeblut 5 cem 1,22 0,61 12,2 
2 e ee 1.80 0.90 18,0 
3 FS SD « 1,32 0.66 13,2 
| e - 1.3 0.67 13.4 
5 " Oo ~ 24 0,62 12.4 
6 = S 5 1,68 O54 16.8 
r 5 1,20 0.60 12,0 
s 5 1.56 0,78 15,6 
4 a) 1.84 0,92 18.4 
( 5 1.32 0.66 13.2 
| 5 1,34 0.67 13.4 
2 5 1,56 0.78 15.6 
3 5 1,72 0.56 17,2 
i4 5 1.16 O58 11.6 
5 i) 1.6 0.84 16,8 
ib - 5 1.60 O.S0 16.0 
17 5 1.56 0.78 15.6 
8 5 1.60 0.80 16.0 
19 D a 1,36 0,68 13,6 
1) 5 1.60 0.80 16.0 
21 > 5 0.85 0.42 8.5 
22 5 0.70 0,35 7,0 
93 Se 1,13 0.57 11,3 
24 5 1,49 0,75 14.9 
95 5 1.47 0.74 14,7 
4} 5 1,26 0.63 12.6 
27 5 1.50 0,75 15,0 
IS 5 0.80 0.40 &.0 
Ubernormale Werte wurden nicht gefunden. 
0 bis 10°, gesunken in 5 Fallen (18°,) auf den Mittelwert 17,4 
10 ,, 20° » 9 (32 %) 15,6 
0 ., DY ‘a ae | . (18%) 13.4 
30 .. 40° = ea (18%) 11,9 
4 ,, 66° as see (22%) 7,8 


Nach diesen Angaben vermindert sich wahrend des Hungerns die 
Diese Verminderung 
Der Mittelwert betragt 13,9 mg in 


Menge der stark ungesattigten Sauren. 
in 50° der Falle mehr als 20%. 
des Normalwertes. 


s- 0 


100 cem Blut, also 75°, 


betragt 








Aus der Tabelle IV ist die Wirkung der Fettfiitterung ersichtlich. 
Die Tiere wurden mit 100g Fett, Speck oder Olivendl gefittert 
(Letzteres mit Hilfe der Magensonde.) Das Blut wurde 5 bis 6 Stunden 
nach der Fiitterung, wo die Lipimie am gréBten zu sein pflegt, ent- 


nommen. 
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Tabelie IV. 





Triarachidonat 





Nr. Untersuchte Substanz wuem 
mg mg mg . 
\\ 
I Hundeblut 5 cem 2,58 1,29 25,8 S 
2 ~ 5 2,54 1,27 25,4 gepn 
3 5 2,40 1,20 24,0 
4 * 5 2,10 1,05 21,0 
5 5 2,26 1,13 22.6 Blut 
6 5 2,24 1,12 22.4 Im } 
7 5 2.08 1,94 20,8 | 
8 5 1,92 0,96 19,2 MK 
9 5 1.96 0,98 19.6 ind 
10 ‘i DP a 2,16 1,08 21,6 
11 5 2,00 1,00 20,0 
12 5, 2,32 1,16 23,9 Wiss 
13 - 5 2,26 1,13 22,6 
14 5 2,26 1,13 22.6 
Mittelwert: 22,2 
Die Werte waren in jedem Falle erhéht. 
10 bis 20°, tibernormal in 4 Fallen (28°,) auf den Mittelwert 20,3 
20 ,, 30% = i 9» (50%) 5 22,1 
30 ,, 40° ~ —— wa i 2 ‘ 25.0 
Im Mittelwert wachst die Menge der stark ungesattigten Sauren wahrend 
der Fettfiitterung um 40°. 
Das Verhaltnis der Menge der stark ungesattigten Saéuren zum 
Gesamtfett wurde hauptsachlich von Bloor (1926—1929) untersucht 
Er verwendete zu der Bestimmung 500 bis 1000 ccm Blut und be 
Tabelle V. ! 
faller 
Tetarachidons Fett Fett/Triarac! 
Nr. Untersuchte Substanz Triarachidonat ” donat 
mg-° mg-” ’ Saure 
I Hundeblut 17,6 700 2,51 Lipa 
2 rs 18,4 715 2.57 inges 
3 8,0 500 1,60 tied 
4 2 11,3 740) 1,52 
5 14,7 660 2,52 len 
6 17,6 630 2,79 Weise 
7 21,6 720 3,90 
4 : 14.9 500 2,98 wert 
9 9 18,1 510 3,54 lurch 
10 ; 17.6 630 2.79 trom 
11 * 15,2 640 2,37 
12 ; 21,2 532 2,68 erhalt 
13 ‘. 16,1 330 4,87 | 
14 ° 19,2 360 5,35 
15 . 12,8 448 2,89 gehal 
Mittelwert: 16,1 438 3,92 Weise 
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mte die Oktobromarachidonsaéure gravimetrisch. Nach seinen 
\ngaben betragt die Arachidonsaure im Blut und in Organen ungefahr 

10°, im Fettgewebe nur 0,3°, der Gesamtfettsiuren. Letzterer 

stimmt gut tiberein mit den Angaben von Brown (1929), der in 

weinefett 0,3 bis 0,4°, Arachidonsdure gefunden hat. Meine Er- 
gebnisse sind in der Tabelle V zusammengefaBt. 


Unter dem Fettgehalt ist der gesamte Fett- und Lipoidgehalt des 
Blutes angegeben, das Cholesterin muB also davon abgezogen werden. 
Im Mittelwert betrug die Arachidonséure 6°, der Fettsiuren und 4°, 
Gesamtlipoidgehalts, der nach der Bichromatreduktion bestimmt 


ind als Olsfiure berechnet wurde. 
In der Tabelle VI sind einige Werte fiir Milch mitgeteilt. Meines 


Wissens sind solche Bestimmungen bisher nicht ausgeftihrt worden. 


Tabelle VI. 





. ire Triarachidonat 
Untersuchte Substanz Brom 


mg mg-* 


1.59 10.5 
1,58 10.4 
= 5. 0,68 13,7 
Milch ‘ & 0.36 35.6 

0,34 344 
0.32 32.0 
0.44 44.) 
0.41 41.0 
0,49 49.0 


Ochsengalle 15 cem 


Der Gehalt der Milch an stark ungesattigten Fettsauren ist auf- 
fallend klein gegeniiber ihrem hohen Fettgehalt. 

Da bei alimentarer Lipamie die Menge der stark ungesattigten 
Sauren anwachst, untersuchte ich, ob sich auch bei pathologischer 
Lipamie dasselbe nachweisen laBt. Ich untersuchte die Menge der stark 
ingesattigten Sauren nach Pankreasexstirpation und .fand, daB diese 
Diabetes, be; dem Gesamtfett und Zucker auf 


trotz des entstandenen 
Auf diese 


len dreifachen Wert ansteigen, stark vermindert wurde 
Weise fallt der Quotient: ,,Gesamtfett /Triarachidonat** vom Normal- 
wert 4 bis auf 0,3, erreicht also den Wert fiir das Fettgewebe. Es kann 
lurch Vergleichen des Gesamtfett- und Triarachidonatgehalts das Ein- 
stromen von Reservefett in die Blutbahn konstatiert werden Die 
erhaltenen Resultate sind aus Tabelle VII zu ersehen. 

Durch Insulin kann, wie von TJangl mitgeteilt wurde, der Fett- 
gehalt vermindert, der Triarachidonatgehalt erhéht werden. Auf diese 


Weise nahert sich das Verhaltnis der beiden wieder dem Normalwert 
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Tabelle VII. 
, rriarachidonat 
Hund Stunden Brom emer anes 
my my mg 
| 1.80 0,90 18 
Normalwert - 24 1,12 0,56 1] 
| 458 1,92 051 10 
| 1.60 0.80 16 
0 bi s . 7 9 
10 Kinh. Insulin ‘ 72 144 0.72 14 
Normalwert - 2.00 1.00 a 
12 2.08 1,04 2().s 
. , 24 1.52 0,76 15,2 
Pankreas-E:xstirpation 48 126 0.63 124 
72 1,20 0,60 12, 
l 5S 0,79 15 S 
ay 96 0,80 0,40 8.0 
5 Einh. Insulin l 120 0'88 044 g's 
144 0.80 0.40 & | 
Die Insulinwirkung zeigt Tabelle VIII und Abb. 1 





Diese Arbeit wurde unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. G@. Farka: 
ausgefiihrt. Fiir seine Ratschlage bin ich ihm zu groBem Dank ve 
pflichtet. 

Tabelle VIII. 
Triarachi Fett/Tr 
Nr. Hund Stunden Fett lonat dor 
mg-°/¢ mg 

J Normalwert + + - -: > 448 12,8 2.9 
2 | | 24 852 11,0 13 
3 Pankreas-Exstirpation 48 S86 9.5 1,1 
4 | | 79 1436 3.9 03 
5 . 8,8 

6 | | 1} 66 8.3 1.3 
7 21/4 590 10,1 1,7 
8 60 Kink. Insulin - - - 5 746 10:7 "4 
9 61), 660 8.4 1,3 
10 96 764 5,1 0.7 
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Zusammenfassung. 
|. Die Menge der stark ungesittigten Sauren, als Triarachidonat 
herechnet, betragt im normalen Hundeblut 18 mg-®,, also 3,5 bis 4°, 


Gesamtfettes. 
2. 57°. des Triarachidonats sind im Serum, der Rest ist in den 
Formelementen enthalten. 

3. Im Hungerzustand sind die Werte um 25°, vermindert, im 
Hohepunkt der Fettresorption um 25°, erhdht. 

4. Die Milch enthalt 30 bis 50 mg-°,, stark ungesattigte Fettsduren, 

1 bis 2°, des Gesamtfettgehalts. 

5. Das Verhaltnis: Gesamtfett /Triarachidonat betragt normaler- 
weise 3,5 bis 4%. 

6. Bei Pankreasdiabetes sinkt die Menge des Triarachidonats, bis 
lie Menge des Fettes erh6ht wird, so daB die Verhaltniszahl bis auf 0,3 
sinkt und mit der des Depotfettes gleich wird. 

7. GroBe Dosen Insulin erhéhen die Verhaltniszah] wieder auf 


len Normalwert. 


Literatur. 
Berend, diese Zeitschr. 229, 323, 1930. Tang!, ebendaselbst 226, 
180, 1930; 241, 81, 1931. Bloor, J. of biol. Chem. 24, 477, 1916; SO, 444, 
1928. Rogers u. Binet, C. r. 1924. Brown, J. of biol. Chem. 83, 


738, 1929. 

















Die mitogenetische Spektralanalyse. 
IV. Mitteilung: 
Das mitogenetische Spektrum der Nucleinsiurespaltung. 
Von 
A. Gurwitseh und L. Gurwitsch. 
(Aus dem Institut fiir experimentelle Medizin, Leningrad.) 


(Eingegangen am 14. Januar 1932.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Der von Edlbacher und Kutscher erbrachte Nachweis der intensive: datic 
fermentativen Spaltung der Nucleinséure durch das Carcinom und das 
Muskelgewebe carcinomatéser Méause veranlaBte uns, bei unsere stad 
Untersuchungen iiber das mitcgenetische Verhalten des Carcinoms tele 
auch diese, bisher von uns nicht beriicksichtigten chemischen Vorging: Die 1 
auf ihr mitogenetisches Strahlungsvermégen zu priifen. Wir erhielte: i. 4 
sofort positive Resultate, wobei die spektrale Zerlegung der gewonnenen Seite 
Strahlung ein sehr typisches und eigenaitiges Bild ergab, welches ci Stral 
Identifizierung der Strahlung relativ leicht und sicher macht. 7 

Es wurde im allgemeinen nach den Angaben der genannten Autore: natt 
verfahren: Eine 1°,ige Lésung von Thymusnucleinséure wurde mit Sinai 
frisch bereitetem Brei aus dem EFhrlichschen Adenocarcinom der Maus 
versetzt und in einer kleinen heizbaren Kammer mit Quarzfenster voi Spra 
dem Kollimatorspalt eines Quarzspektrographen aufgestellt. Zwischen ane 
beiden wurde eine Drehscheibe mit Sektorialausschnitten eingeschaltct 

Als Detektoren kamen neben den iiblichen Hefeagarkulturen 7.1 Eiffel] 
Kontrolle auch fliissige Hefekulturen zur Anwendung, die nach <e1 bring 
Mycetokritmethode weiter behandelt wurden. Strej 

Is mége noch kurz die einfache Heizvorrichtung geschildert werde! sich 
Sie bestand aus einer hufeisenférmig gebogenen, in eine feine Glasréli spalt 
eingeschlossenen Spirale aus feinem Nichromdraht, welche in einen Graf 


Stromkreis mit Widerstaénden eingeschaltet wurde. Die Spirale tauclit 
in die gepriifte Lésung, und die Temperatur kann bequem durch de! 


verschiebbaren Widerstand reguliert und abgelesen werden. Julit 
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Die nétige Exposition betrug im allgemeinen 6 Minuten, was bei 
Drehscheibe mit sechs Ausschnitten zu 30° einer reinen Zeit von 

nuten gleichkommt. 

Von der Anfiihrung der zahlreichen, untereinander durchgehend 

einstimmenden Protokolle kann abgesehen werden. Die spektrale 

ammensetzung der Strahlung mége nur durch die graphische Dar- 


lung erlautert werden. 
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Abb. 1 


Spektren der Nucleinséurespaltung (Nu), der Glykolyse (G) und der Oxydation (O 


Zum Vergleich werden auch das _ ,,glykolytische’ und das Oxy- 
dationsspektrum reproduziert. 

Wenn wir das ,,nucleolytische’’ Spektrum den bisher von uns 
studierten glykolytischen, oxydativen und proteolytischen gegeniiber- 
stellen, so fallt es vor allem durch seine relative Langwelligkeit auf. 
Die zwei Streifen von je 20 Angstrém Breite (2460 bis 2480 und 2480 


bis 2500) erweitern in sehr bedeutendem MaBe nach der langwelligen 
Seite die bisher bekannte Grenze der biologischen mitogenetischen 
Strahlung. Sie diirften daher praktisch in den meisten Fallen zur 
Identifizierung der chemischen Reaktion ausreichen, wenngleich 
natirlich zur Sicherung der Diagnose auch der Nachweis der iibrigen 


Streifen unerlaBlich sein wird. 

Es mége bei dieser Gelegenheit auf einen bisher noch nicht zur 
Sprache gekommenen Umstand rein technischer Art naher eingegangen 
werden. ® 
Die Eigenart der biologischen Detektoren — die Ausbreitung des 
Effektes tiber die Grenzen der unmittelbaren Belichtung hinaus! 
bringt es mit sich, daB die Angaben iiber die Breiten der einzelnen 
Streifen in Angstr6m einen nur rein konventionellen Wert haben, 
sich mit anderen Worten auf die gewahlte Breite des Monochromator- 
spalts beziehen. Die Dispersion unseres Spektrographen mittlerer 
Gi6Be erméglicht eine relativ genaue Einstellung auf 10 Angstrém nur 


1 Vgl. die Monographie: Die mitogenetische Strahlung 8. 293. Berlin, 


Julius Springer, 1932. 
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etwa bis zum Bereich von 2300 Angstrém. Dartiber hinaus wiirde | 
der langwelligen Seite die entsprechende Zerlegung schon illusor jc} 
sein. Wir muBten uns deswegen bei der Zerlegung des langwel! 
Gebiets auf Streifen von je 20 Angstrém beschranken, was uns 
besonderen Zwecken wohl geniigt, im weiteren aber unbedingt di 
Angaben tber nahere ,,Feinstrukturen* ersetzt werden miiBte. 
Dem Gedankengang von Edlbacher und Kutscher folgend, die i: 
intensive Nucleinséurespaltung mit reger Zellvermehrung in Zusamn 


hang bringen, haben wir nach der Feststellung des nucleolytisc! 
Spektrums des Carcinombieies auch die entsprechenden Verhaltni-s 
sowohl am lebenden, intakten Carcinom, wie auch an einem norm: 
Epithel mit reger Vermehrung dem Kornealepithel — gepriift 
kamen auch hier zu eindeutig positiven Resultaten, die demnach cir 
friheren Angaben von einem von uns (diese Zeitschr. 236, 425) ergénze: 
DaB wir dort an beiden Organen nur das glykolytische Spektrum fande: 
(welches seitdem regelmaBig bei verschiedener Gelegenheit bestatigt 
wurde), hat seinen Grund in dem relativ sehr tiefen Zeitschwellenwert fii 
das glykolytische Spektrum im Gegensatz zum hohen Zeitschwellenwert 


der nucleolytischen Strahlung. Es wurde namlich fiir ersteres ie 


optimale Zeit auf etwa 2 Minuten festgestellt, eine Exposition vor 
5 Minuten ergab schon ein deutliches ,,Negativbild des Spektrum: 
d.h. Depressionserscheinungen. Fiir die nucleolytische Strahlung de1 
beiden Gewebe scheint der optimale Wert etwa 6 bis 8 Minuten zu 
betragen. Es wurde von uns schon bei anderer Gelegenheit ausgefiihrt ! 
daB eine SchluBfolgerung auf die relative Strahlungsintensitat beide: 
Quellen auf Grund dieser Zusammenstellung kaum berechtigt war 
Fiir das Kornealepithe! kame auch noch der Umstand in Betrachit, 
daB die glykolytische Strahlung (wie an anderem Ort des niaheren 
ausgefiihrt wird) offenbar aus den oberflaichlichen Zellschichten, cic 


nucleolytische’ Strahlung aus den tieferen Schichten des Epithels 
stammt. 
Es liegen auch positive Befunde tiber die nucleolytischen Kom. 


ponenten der Hefestrahlung vor, ‘iber die noch berichtet werden so!! 
\ 


1 Vgl. die Monographie S. 244ff. 
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Die Fortleitung des mitogenetischen Effektes in Lésungen 
und die Beziehungen zwischen Fermenttitigkeit und Strahlung. 


Von 


A. Gurwitseh und L. Gurwitseh. 
(Eingegangen am 14. Januar 1932.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Gleichzeitig mit dem Nachweis der Strahlung bei der fermentativen 
spaltung der Nucleinsaure (vgl. vorangehende Mitteilung) wurde von 
us auch die Absorption der Strahlung durch 1°,ige Nucleinséurelésung 
epruft. Es ergab sich, daB das Absorptionsvermégen derselben fiir 
uzwelliges Ultraviolett ein sehr hohes ist und eine Schicht von etwa 
}mm die Fluoreszenz der Ultiaviolettstreifen aus dem Bereich 2200 
: 2400 auf der Uranglasscheibe zum Erléschen bringt. 

Die positiven Ergebnisse der vorangehenden Mitteilung bediirfen 
uter diesen Umstanden einer naheren Analyse. Es war zu_ prifen, 

hb der Nachweis der Ausstiahlung eine vollstandige Diffusion des 
ferments im Substrat zur Voraussetzung hat, oder ob trotz der starken 
\bsorption der Strahlung durch Nucleinséure eine Fortleitung der 
‘trahlung durch spezielle, der Sekundarstrahlung der biologischen 
Detektoren vergleichbare Vorgainge gewalhrleistet sei. Es wurde daher 
m weiteren eine Versuchsanordnung gewahlt, bei der die Diffusion 
es Ferments in die auf ihr Strahlungsvermégen zu 

rifenden Lésungsschichten nicht mehr in Frage kam. 

Aus einer weiten Glasréhre wurde eine kleine, etwa 

lcem fassende, nach oben offene Kammer hergestellt, 

ie neben einem kleinen Heizkérper fein zerriebenen, 

it Ringerlésung angefeuchteten Carcinombrei aufnahm. 

in den Brei wurde nun auf etwa 2 bis 3mm Tiefe der sis cae ini 
vnkrechte Schenkel einer rechtwinklig gebogenen — saurelisung 
lasréhre von etwa 2,5mm lichter Weite und etwa * ~ /areinon 
cm Gesamtlinge eingefiihrt. Die Réhre wurde vor- 

er mit 1°, iger Nucleinséurelésung gefillt. Mit der Induktion aus 
er freien horizontalen Rohrmiindung wurde sofort nach Ein- 
‘tauchen der Roéhre in den Carcinombrei begonnen. Die Expositions- 
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zeit von 5 Minuten (fraktioniert) erwies sich auch hier, wie in den 
gehenden Versuchen, als zureichend, die Induktionseffekte 
konstant. Einige Beispiele geben davon eine Vorstellung. 
Induktionszeit: 5 Minuten. . . . . . 47 und 48 
8 = en ee S| OU 


An eine Diffusion des aus dem Carcinombrei heraustret: 
Ferments bis in die entfernteren Schichten der Loésung:saulk 
naturlich nicht ernstlich gedacht werden, zumal derselben mit Ab 
durch den vertikalen Schenkel der Réhre entgegengearbeitet 
Es kann sich daher nur um eine Fortleitung der Strahlung dur 
Lésung handeln, die als Sekunddrstrahlung, ganz analog den ty 
mehrmals von uns geschilderten Vorgaingen in den Hefekolo 
Zwiebelwurzeln, Nerven aufzufassen wire. 

Hatten wir es bei den Zellaggregaten und Geweben mit ,,Sekur 
strahlern’ zu tun, die von uns als ,,Relais“‘ aufgefaBt werden, die d 
ein Quant der Strahlung angeregt, ihrerseits einen Quantenstrom 
senden?!, so missen wir hier an ihre Stelle natirlich einzelne Mole! 
der Nucleinséiure setzen, durch deren gegenseitige Anregung die Fort 
leitung der Strahlung erfolgt. Es muB8 mit anderen Worten eine Ar 
Kettenreaktion angenommen werden, wie sie fiir verschiedene G 
reaktionen, aber auch fiir einige fliissige Medien, geschildert) wurd 
Zur Begriindung dieser \nnahme ist aber natiirlich vor allem «4 
Beweis zu erbringen, daf{! Nucleinséuremolekiile durch mitogenctis 
Anstrahlung zur Seb diarstrahlung tatsachlich angeregt werd: 
konnen. Die Methodik derartiger Versuche lag bereits in der Unt 
suchung der Fortleitung der Sekundarstrahlung der Zwiebelwuiz 
(Anna Gurwitsch) fertig vor”. 

Die Nucleinsaurelésung wird in eine etwa 4 bis 5 cm lange Kapilla 
kammer eingefiihrt und durch Segmentalausschnitte der Drehscheily 
mitogenetisch bestrahlt. Die Sekundarstrahlung kann durch ent 
sprechend angebrachte Ausschnitte der gleichen Scheibe sowohl von 
Orte der priméren Bestrahlung, als auch von jedem beliebigen Punkt: 
der Fliissigkeitssiule entnommen werden, mit anderen Worten di 
Fragestellung eine Gliederung erfahren, indem man das Vermoége! 
zur Sekundarstrahlung und unabhangig davon der Fortleitung derselbe: 
(Piiifung des Dekrements) untersucht. 

Stellt man sich die erste Aufgabe, so wird man nach dem Vorgang 
von <A. Potozky® die Drehscheibe schrag zur Einfallsrichtung « 
primaren Strahlenbiindels, fiir dessen Durchtritt eine oder melhrer 


1 Vgl. ..Die mitogenetische Strahlung® S. 326ff. Berlin 1932. 
2 Roux’s Arch. 124, Nr. 2, 1931. 
3 Vol. ..Die mitogenetische Strahlung* S. 274. Berlin 1932. 











aenelr 
Orter 
durch 
tuelle 
Hefek 
toren 
ohne 

I 
von 4 
Fortle 
stand 
strahl 
900 S 

V 
kamm 
einem 
vorges 
Spalt 
sind ¢ 
der be 
30> bz 

Ss 
sO Wal 
aber v 
handel 
Beans] 
abstan 
GroéBer 
gegenu 


Bioe} 








moet 


selber 








Fortleitung des mitogenetischen Effektes in Losungen usw. 129 


Se,torialspalte in der Drehscheibe ausgespart werden, aufstellen. 
\ndere Sektorialausschnitte, die einem anderen Kreis angehéren und 

ersterem in ihren Winkelstellungen abwechseln, werden dann zur 
Priufung der eventuellen Sekundarstrahlung aus dem primar bestrahlten 
Bevirk der Fliissigkeitssiule dienen. 

Die gleiche Versuchsanordnung bewahrt sich natirlich auch zur 
Prifung der Fortleitung der Sekundarstrahlung. Die Drehscheibe und 

Kammer werden dabei senkrecht zur Richtung des primaren 
Strahlenbiindels aufgestellt. Es taucht dabei allerdings ein neuer 
Umstand auf: Liegt der Nachweis der Sekundarstrahlung aus dem 
Bezirk der primaren Belichtung vor, so hatten wir, bei Anwendung 
einer biologischen Strahlungsquelle, die gleichzeitig auch Detektor ist, 
eine Art Mutoinduktion vor uns. Die Versuche, in 
denen wir die Oberfliche der Lésungssiule an zwei 
Orten anstrahlen, waren demnach an sich noch 


durchaus nicht eindeutig, da es sich bei even- / 

tuellen Induktionseffekten auf die vorgesetzten 

Hefekulturen (die gleichzeitig Strahler und Detek- 

toren sind), sehr wohl um lokale Mutoinduktionen, oat 

ohne Fortleitung handeln kénnte. et en 
Diese Zweideutigkeit der Lagé wurde schon ponies re 

von Anna Gurwitsch in ihren Untersuchun n iiber 

Fortleitung in der Zwiebelwurzel umgange™, indem sie sich den Um- 


stand zunutze machte, daB bei kurzen Reiz,.*en auch die Sekundar- 
strahlung als sehr kurzes Aufleuchten mit einer Latenzzeit von etwa 
ong Sekunde auftritt. 

Wird nun dem zu priifenden Objekt (Zwiebelwurzel, Nerv, Kapillar- 
kammer) eine Drehscheibe mit zwei Sektorialausschnitten zu 26° mit 
einem Winkelabstand von etwa 30° und Radialabstand von etwa 2 cm 
vorgesetzt, so kénnen wir einen voraneilenden und nachfolgenden 
Spalt unterscheiden. Wird beiden je ein Hefedetektor vorgesetzt, so 
sind die Zeitverhaltnisse asymmetrisch: Zwischen dem Vorbeilaufen 
der beiden Spalten verstreicht die Zeit, die den Winkelabstanden von 
30 bzw. 290° entspricht. 


Sollte es sich hier und da um lokale Mutoinduktionen handeln, 
so ware diese Asymmetrie der Verhaltnisse belanglos. Sofern es sich 
aber um Fortleitung der an einem Ort gesetzten Sekundarstrahlung 
handelt, wiirden die Verhaltnisse hier und da verschieden ausfallen. 
Beansprucht z. B. die Fortleitung (samt der Latenzperiode) 15° Zeit- 
abstand und ist die Dauer des Sekundaraufleuchtens von derselben 
GréBenordnung, so wird sie natiiulich dem _ ,,voraneilenden“ Spalt 
gegeniiber abgeschirmt (da die Abschirmungszeit hier 300° betragt). 


Biochemische Zeitschrift Band 246 g 
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Der ,,nacheilende Spalt kommt aber gerade rechtzeitig zum |) 
lassen des sekundiren Strahlenbindels. 


Diese Zeitverhaltni:se, die nach langem Probieren an der Zw 


wurzel gefunden wurden, haben sich auch fiir Nerven, und wi 
sehen werden, auch fiir die Nucleinséurel6sung bewahrt. Ein 
beziigliches Protokoll mége als Beispiel angefiihrt werden. 





Induktion Induktion 

aus dem nachfolgenden Spalt aus dem voraneilenden Spalt 
425% 0 
548, 1,5 


Die Fortleitung der lokal angeregten mitogenetischen Stra| 
innerhalb der Fliissigkeitssaule (1°,ige Lésung der Nucleinsaure 
durch diese Versuche bewiesen. 


Mit diesen Feststellungen ist auch eine vollig befriedigende }; 
hebung der im Vorangehenden hervorgehobenen Schwierigkeiten 
lungen. Die starke Absorption der Strahlung durch die Nucleinsaui 
sehr wohl mit der ihrer Fortleitung durch gréBere Strecken des Mediu 
vertraglich. Es kann sich allerdings nur um solche Intensitaten hand 


C- 


die durch gegenseitige Anregung der in Lésung befindlichen Moleki\ 


also durch eine Ait Kettenreaktion ereichbar und gegenwartig 


den biologischen Nachweismethoden zuganglich sind. Ob unter 


giinstigeren Versuchsbedingungen (bei gréBeren Konzentrationen us 
auch héhere Intensitaéten erreichbar waren, lieBe sich wohl relat 
einfach auf experimentellem Wege entscheiden. 


Ks ware indessen noch der Beweis zu erbringen, daB die f 
geleitete Strahlung, die ja bei unserer bisherigen Versuchsanordn 


ganz vorwiegend in Betracht kommt, in ihrer spektralen Zusamme: 


setzung mit derjenigen iibereinstimmt, die bei unmittelbarem Kontakt 


des Ferments mit dem Substrat entsteht bzw. fiir die Fermentspaltu: 
charakteristisch jist. 

Der Nachweis 1aBt sich wohl, allerdings auf Umwegen, erbring: 
Wir sahen in der Tat in der vorangehenden Mitteilung, daB ein mit 
genetisches Spektrum, welches vollstandig mit demjenigen tiber 
stimmt, welches bei Einwirkung des Carcinombreies auf 1°,ige Nuclei 
siurelésung entsteht, auch aus dem lebenden Carcinom gewonr 
werden kann. Es kann demnach wohl kaum ein verniinftiger Zw 
daruber bestehen, daB es sich hier und da um das eigentliche ,,ferm: 
tative’ nucleolytische Spektrum handelt, mit dem das der fortgeleitet: 


Sekundarstrahlung demnach zusammengestellt werden muB. 
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Vie Versuchsanordnung zur Gewinnung der Spektren der Sekundar- 


lung der Nucleinsaure erhellt aus der Abb. 3. 





] Abb 
Versuchsanordnung bei spektraler 
Zerlegung d rtgeleiteten Nuclei 


" A 
siurestrahlung 
. D Drehscheibe mit Sektoria 
iusschnitten A Kollimatorspalt 
\ Nucleinsaurelésung 


Die primare Bestrahlung (aus biologischen Quellen, oder spektral) 
lot durch sechs Sektorialausschnitte zu 30°, die mit ebensolchen 
chnitten, die etwa 15 mm _ proximalwarts angebracht sind, ab- 
hseln. Beim Vorbeilaufen der letzteren Ausschnitte wird der Kolli- 
torspalt freigegeben bzw. der Sekundarstrahlung aus der Kapillar- 
s<ammer ausgesetzt. 

Von besonderem Interesse sind hier die Versuche mit  mono- 
hromatischer Spektralbestrahlung der Nucleinséure, da sie mit  be- 
nderer Deutlichkeit den Kettencharakter der Reaktion in der Nuclein- 

-iure erweisen. Es wurden fiir diese Versuche die Streifen 3200 bis 3260 
ind 2400 bis 2440 des Kupferbogens benutzt. In einem Abstande von 
etwa 50 em von der Austrittsflache des Quarzprismas! wurde aus dem 
bereits sehr verwaschenen, etwa 2cm breiten Spektralstreifen, mittels 
eines 2mm _ breiten Diaphragmas ein etwa 10 A breiter Spektral 
streifen von der Wellenlinge zwischen etwa 3220 bis 3240 oder 2420 
bis 2440 isoliert und mittels einer Quarzlinse auf die Kapillarkammet 
mit der Nucleinséurelésung entworfen. Die Breite des Streifens an det 
Oberflache der Flissigkeitssiule betrug nur etwa ] mm, der Abstand 
lieser primar belichteten Stelle von dem dem Kollimatorspalt des 
weiten Spektrographen gegeniiberstehenden, auf die fortgeleitete 
Sekundarstrahlung gepriften Bezirk der Kapillarkammer étwa 15 
bis 18S mm. 

Die Versuche gehen sehr gut sowohl mit 1°,iger Nucleinsaure- 
léisung im Solzustand als auch mit einer etwa 3°,igen, zu einem ziemlich 
festen Gel erstarrten Lésung. Letzterer Umstand diirfte von besonderem 
Interesse sein als ein Beispiel einer Kettenreaktion in einem nicht 
fliissigen Medium. 

Die spektrale Zusammensetzung der angeregten und fortgeleiteten 


Sekunddrstrahlung der Nucleinsdure ergab eine vollstdandige U berein- 


stimmung mit dem durch Fermentspaltung der Carcinomnuclease  ge- 


' Es wurde fiir diese Zwecke die Quarzlinse hinter dem Prisma meist 
entternt 


g* 
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wonnenen Spektrum. Besonders beachtenswert ist dabei demnac} 
Umstand, daB bei Bestrahlung mit 3220 A das angeregte Spektr: ( 
seiner Totalitat kurzwelliger als das anregende Licht ist, was nati: 


jeden Gedanken an Prozesse, die etwa nach Analogie zur Fluor s 
zu bewerten waren, ausschlieBt. 

Man kann sich leicht dazu verleiten lassen, aus den Ergebni 

\i 


der spektralen Prifung auf die Identitaét der Wirkung des Fern 

und der Anstrahlung auf das betreffende Substrat zu schlieBen. | 

ware dies indessen ein schwerer MiBgriff, und zwar aus mehrfa: a 
Griinden. Vor allem, weil die Identitat der Strahlung nur die Sc! 6 
folgerung gestattet, daB beiden Fallen ein bestimmter, energieliefer: 
Spaltungsvorgang im Substrat gemeinsam ist, der gerade stra] 
liefernd ist. Ob sich diesem ersten Gliede auch weitere, namentlic! 
Fermenttatigkeit, noch anschlieBen und dadurch einen durchgreifencd: 
Unterschied zwischen Ferment- und Strahlenwirkung erzeugen, |ir 
sich bisher nicht mit Sicherheit entscheiden. Beziiglich der Wirk 
der Nuclease liegen in dieser Hinsicht Angaben vor, die nicht so Ici 
in Kinklang gebracht werden kénnen. 

Versuche, auf chemischem Wege die Abspaltung der Phosp! 
siure aus dem Nucleinsiuremolekiil nach Anstrahlung nachzuweis 
blieben bisher ohne Erfolg, was jedoch wiederum nicht als triftige- 
Argument gegen die Aufspaltung der Nucleinsdure durch die | 
strahlung angesehen werden kann. Um die Sachlage hier, wi 
in sonstigen analogen Fallen der Bestrablung richtig zu wiirdige: 
miissen wir auf den eingangs bereits hervorgehobenen Umstand 
sehr starke Absorption des kurzen Ultravioletts durch Nucleinsaur 
zuriickgreifen. Wird eine zur chemischen Analyse zureichende Meng 
der 1° igen Lésung — also etwa 1 com — der Bestrahlung ausgeset 
so wird man in der Annahme nicht fehlgehen, daB die Strahlen sc! 
innerhalb einer Schicht von Bruchteilen von Millimeter fast. tot 
absorbiert werden und die tieferen Schichten der Lésung nur dur 
die sekundir angeregte Eigenstrahlung durchsetzt werden. DaB letzt: 
von minimaler Intensitaét ist und folglich die ihr zugrunde liegende: 
Spaltungsvorgange viel zu schwach fiir den chemischen Nachweis si) 
darf natirlich keinesfalls in dem Sinne gedeutet werden, daB wir « 
bei Fermentspaltung und Zersetzung unter Strahlenwirkung mit ze! 
verschiedenen Vorgingen zu tun haben. Es sind tibrigens gegenwartig 
Versuche mit sehr diinnen Schichten der Lésung im Gange. 


Es ware alles in allem sicherlich verfriiht, auf Grund der vorliegend« 
Befunde das Wesen der Fermentwirkung auf Strahlung zuriickzufiihie 
und damit die alten vagen und rein spekulativen Lehren wieder au! 
zufrischen. Man wird jedoch ebensowenig verkennen diirfen, dab : 





Fortleitung des mitogenetischen Effektes in Lésungen usw 


largelegten Beziehungen eine Konsequenz von weitragender Be- 
ing entspringt: Die Fermentwirkung ist in ihrer Totalitat durchaus 

immer und in jeder Hinsicht eine ,,Kontaktwirkung’, in dem 

wie wir uns das Zustandekommen der chemischen Reaktionen 
llyemeinen vorstellen. Denn falls durch das Ferment an einem 
mmten, umschriebenen Ort in einer hier nicht naher zu priifenden 
e die primaire Spaltung gesetzt wird, pflanzt sich die Wirkung 
eine Kettenreaktion innerhalb des Substrats weiter fort, was man 
der ,,Fernwirkung*’ bezeichnen kénnte 


\\ 


mit dem Schlagwort 
1) ) abe dieser Ke tte nreaktion eine GJEgense itige Anrequng der Molekiile 
liegt, dirfte wohl auf Grund des Voran- 


h Anstrahlung zugrunde 
henden kaum bezweifelt werden. In dieser Einsicht scheint 
lenfalls ein grundlegendes Prinzip der Fermentwirkung zu liegen. 


ubs 
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Untersuchungen an einem Bence-Jones-Protein. i 
: M 
I. Mitteilung: B 
Der isoelektrische Punkt des genuinen Bence-Jones-Proteins in Vi 
Pufferlésungen', 1D 
, TO! 
Von 

Fritz Mainzer. 
y 
(Aus der Medizinischen Universitatsklinik Rostock.) Wiede 

(Eingegangen am 19. Januar 1932.) 
D 
I. Ausgangspunkt. 

Wir haben an anderer Stelle dargelegt, warum dem elektroche: 
schen Verhalten eines Eiweibes fiir den Vorgang seiner Ausscheid a 
. ° siedetr 
im Harn besondere Bedeutung zukommt [Mainzer (1) (2) (3)] I 
erster Reihe gilt das fiir diejenigen EiweiBkorper, welche die fiir ander: 

KiweiB nicht durchgingige Niere zu passieren vermoégen, fiir das Har Ss 
globin und das Bence-Jones- Protein. Sieder 

> . . . 

Uber diese Frage hinaus, welche den Ausgangspunkt unser 
Untersuchung bildete, schien die physikalisch-chemische Analyse cde tritt | 
Bence-Jones-Proteins neue Erkenntnisse zu erschlieBen. 

Erst bei der Sichtung unserer Ergebnisse fanden wir, daB ein Ja! o 
vorher Tiselius (4) am Institut The Svedbergs den isoelektrischen Punk: 
eines Bence-Jones-Proteins bei pu = 5,2 liegend gefunden — hatt: V1 
wortiber auch von The Svedberg (5) selbst kurz berichtet worden wa s 
Auf diese Arbeit wird an spaterer Stelle zuriickzukommen sein vollig 

Il. Herkunft und Darstellung des untersuchten Benee-Jones-Proteins. E 

Das Protein, tiber dessen isoelektrischen Punkt hier berichitet sehr 
werden soll, stammt aus dem Harn eines Kranken, welcher an multi 
Myelomen litt, wie klinischer Befund und Réntgenbild bereits 
Lebzeiten wahrscheialich machten und durch die Obduktion bestatiyt salicy 

¥ ‘ . ‘ - ° 9 
wurde. Uber den Verlauf seiner Erkrankung, insbesondere das \ 
halten seiner Albuminurie und der funktionellen Leistung seiner Nii ' 
wurde an anderer Stelle berichtet [Mainzer (6)]. Hier sei nur bemerkt — 
V e Oo 


daB der Harn des Kranken einen EiweiBkérper bis zu einer Konzentrati 


1 Mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen Wissensc! wird 
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5,98 g-°. und einer Gesamttagesmenge von rund 40 ¢ enthiclt, 


her auf Grund der in der folgenden Tabelle zusammengestellten 


} nschaften als Bence-Jones-Protein angesprochen werden durfte. 


1. Erhitzen. 


Beginnende Triibung. . . . bei 59° 

Maximale Triibung .. . . bei a ber Anwesenheit geringer 
Beginnende Authellung. . . bei s0® Salzmengen ! 
Vollige Klarung zwischen 92° und 06° | 


Die Lésung bleibt auch beim Kochen klar. Nach Erkalten Ausfallen 
rroBen Flocken. 
Il, Versetzen mit 25", iger Salpetersdure. 
Flockiges Ausfallen. V6llige Lésung in der Hitze. auch beim Sieden 
Wiederaustallen bei Abkiihlung. 
TI]. Versetzen mit 30° wer Essiqsdure. 


Die Lésung bleibt auch beim Erhitzen bis 100° klar. 


IV. Versetzen mit 12.5 ger Salzsdure. 
Niederschlagsbildung. Vollige Lésung beim Erhitzen, auch beim 


sieden. Woiederausfallen beim Abkiihlen. 


V’. Versetzen mit Essiqsdure und Ferricyankalium. 
Starke Niederschlagsbildung. V6llige L6sung beim Erhitzen. auch beim 
sieden. Woiederaustallen beim Abkithlen. 
Vi. Beim Versetzen mit Lauge (Kalilauge, Ammoniak ) 
tritt keine Triibung auf. 
Vil. Versetzen mit 96°, ,igem Alkohol. 


Starke Fallung, die sich beim Erhitzen nicht lést. 


VIII. Versetzen mit 10° iqer Essiqsdure und Kochsalz (in Lésunq). 
Starke Fallung. die sich beim Erhitzen weitgehend, jedoch nicht 
vollig wieder lést. Eine Zunahme der Trubung beim Kochen tritt nicht auf. 
IX. Versetzen mit gesdttigter Pikrinsdure. 
Fallung. Beim Erhitzen weitgehende Losung. Lie bei 80° bestehende 
sehr geringe Triibung nimmt beim Kochen nicht Yu. 
X. Versetzen mit gesattigter Ammonsulfatlésung. 
Im Verhaltnis 2 zu 1 maximale Triibung. Im Filtrat ist mit Sulfo 
salicylsaure keine weitere Triibung erzielbar. 
NI. Versetzen mit Magnesiumsulfat (in Lésunqg) 


In der Kalte keine Triibung. Die L6sung verhalt sich beim Erhitzen 
wie ohne Zusatz von Magnesiumsulfat. 


1 Uber das einschlagige Verhalten in Abhangigkeit vom Salzgehalt 


wird spater berichtet werden. 
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Der EiweiBkorper, der, wie aus dem oben Bemerkten hervorg: 
teilweise in sehr groBer Konzentration im Harn vorhanden war, 
in diesem bereits nach wenigen Stunden in Form von amorphen Ku; 
als Sediment aus. Dies Verhalten steht in Ubereinstimmung mit bi 
achtungen friiherer Autoren. Es gelang auch niemals, durch Wi 
auflésen des gefallten Proteins zu Lésungen ahnlich hoher Konzentrat 
zu kommen, wie sie im Harn vorlagen. Auf diese eigentiimlichen |‘ 
stellungen wird weiter unten zuriickzukommen sein. 

Wie wir an anderer Stelle berichtet haben [Mainzer (6)], + 
Globulin neben dem Bence-Jones-Protein nur in der letzten Bx 
achtung:zeit auf, niemals jedoch Albumin. 

Zur Darstellung des Bence-Jones-Kérpers dienten die Verfahr 
die bereits von Magnus-Levy (7) beschrieben wurden. Die Ausfallung 
mit Alkohol durch langsames Zusetzen von zwei Volumteilen Alko! 
haben wir bald verlassen. Es tritt, wie auch Magnus-Levy bemerkt 


bei langerem Stehen eine weitgehende Denaturierung ein, welche cic 


Wiederlésung des Proteins unméglich macht. Auch wenn die Fallung 
sofort weiter verarbeitet wird, kann eine teilweise Denaturierung niclit 


vermieden werden, wodurch groBe Substanzverluste bedingt sind 
Eine Reihe von Versuchen — sie sind im einzelnen bezeichnet 
sind mit einem Praparat dieser Darstellungsweise angestellt. 


Die Fliissigkeit wurde zunachst, soweit wie mdglich, nach Zent: 
fugieren abgehoben, der Rest auf einem Biichner-Trichter abgenutscht, di: 
Fallung im evakuierten Exsikkator tiber Calciumchlorid getrocknet. fii 
den Versuch, soweit wie méglich in Wasser wieder gelést und unter Zusatz 
eines Thymolkristalls in Kollodiumhiilsen so lange dialysiert, bis sich Sulfat 
Chlorid und Natrium qualitativ nicht mehr nachweisen lieBen. Die Dial 
erfolgte zuerst gegen flieBendes Leitungswasser, zuletzt gegen destilliertes 
Wasser. Zu den Versuchen wurde die filtrierte Lésung benutzt. Sie wa! 
stets véllig klar, manchmal ganz schwach gelblich gefarbt. Mehrfachy 
Umfallung zur weiteren Reinigung des Praparats kam fiir dieses Ver 
fahren nach dem oben Gesagten kaum in Frage. 

Bei der Priparation mit Ammonsulfat wurden dem Harn langsam zw: 
Volumteile der gesattigten Lésung zugegeben und die sich langsam aus 
bildende Flockung nach mehrstiindigem Stehen von der Fliissigkeit au! 
der Nutsche abgetrennt. Das Filtrat war stets eiweiBfrei. Das Filtergut 
wurde mehrfach mit zu zwei Dritteln gesattigter Ammonsulfatlésung 
nachgewaschen. Dann wurde erneut in zweidrittelgesattigter Ammon 
sulfatlésung aufgeschwemmt, filtriert und der Filterriickstand mehrfac! 
in gleicher Weise gewaschen. ‘Trocknen im Exsikkator, Auflésen 
Dialyse geschah wie oben. Dies Verfahren wurde zum Teil zwei- bis drein 
wiederholt. Wahrend der Dialyse trat stets eine Triibung ein; es fiel zuniic! 
geléstes EiweiB flockig aus. Nach vollendeter Dialyse wurde der Niede! 
schlag abfiltriert, mehrfach in Wasser gewaschen und _ schlieBlich aut 
geschwemmt, wobei eine farblose opaleszierende Lésung entstand. |) 


na 


Filtrat selbst war auch hier vollig klar und zuweilen schwach gelbli 
gefarbt; die Farbung beruht wohl auf der Anwesenheit geringster Meng: 
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bierten Harnfarbstoffs, die, soweit sie durch Ammonsulfat ausgesalzen 

len [Hetlmeyer (8)|, mit den vorliegenden Methoden vom EiweiB schwer 

ennen sind. Auch Dialyse bis zu 40 Tagen sowie Elektrodialyse blieb 
lie minimale Farbung der Lésung ohne EinfluB. 

Bei wochenlangem Stehen fiel auch aus den verdiinnten Lésungen 
EiweiB allmahlich flockig aus; in einer Probe, die 3 Monate aufbewahrt 
wurde, waren schlieBlich nur noch Spuren von EiweiB mit Sulfosalicyl- 

re nachweisbar (Anfangsgehalt 0,16°, EiweiB). 

Fassen wir die wesentlichen Beobachtungen bei der Aufbereitung 
les Bence-Jones-Proteins zusammen, so ergibt sich eine grobe Labilitat 
les Korpers. Bereits beim Stehen in wisseriger Lésung (wie auch im 
Harn), in mehr (Alkohol) oder weniger (Ammonsulfat) gesteigertem 
\usmaB beim Ausfaillen kommt es zu einer Denaturierung, die sich 
im auffalligsten in einer Léslichkeitsverminderung auBert. © Auch 
indere physikalisch-chemische Eigenschaften andern sich gleichzeitig. 
Wahrend das frisch geléste Protein durch Halbsiattigung mit Ammon- 
sulfat nicht vollig gefallt werden konnte, war das nach langerem Stehen 
quantitativ der Fall. Weiter ging das frisch geléste EiweiB nach Hitze- 
koagulation (58°) bei Siedetemperatur wieder véllig in Lésung, was 
nach langerer Aufbewahrung in Lésung nur teilweise der Fall war. 
Diese Beobachtungen, denen wir zum Teil systematisch noch nicht 
nachgegangen sind, diirften zur Aufklarung einer Reihe von Diver- 
genzen beitragen, welche hinsichtlich der Eigenschaften des Bence- 
Jones-KiweiBes zwischen den Angaben verschiedener Untersucher 
bestehen. 

Den Vorgang der Denaturierung selbst, welcher das spontane Aus- 
fallen aus dem Harn bedingt, haben wir in Untersuchungen verfolgt, 
iiber die in der zweiten Mitteilung berichtet wird. 


Ill. Der isoelektrische Punkt des gemeinen Bence-Jones-Proteins in 
Pufferlésungen. 

Die Theorie des isoelektrischen Punktes wurde von L. Micha- 
elis (9) (10) (11) am Beispiel des idealen Ampholyten entwickelt. 

Die Voraussetzungen dieser Theorie 'sind: 

1. Der Ampholyt entspricht in seiner Dissoziation einer einbasischen 
Saure oder verhalt sich bei mehreren Dissoziationsstufen so, daB sein Ver 
halten durch die Annahme einer mittleren scheinbaren Dissoziations 
konstante beschrieben werden kann. 

2. Andere Ionen als H* und OH~ kommen fiir die Dissoziation nicht 
in Frage. 

Hieraus ergeben sich folgende Ableitungen: 


Der Punkt, in dem die Zahl der positiven und negativen Ladungen 
des Ampholyten gleich ist, fallt mit dem Punkt zusammen, in dem der 
Ampholyt keine H*-Dissoziation zeigt. und bedeutet daher das Minimum 
der elektrischen Ladung. 








138 k. Mainzer: 


Ks ergibt sich ferner. daB dieser Punkt, der isoelektrische Punkt 
Kxtremwerten derjenigen Eigenschaften des Ampholyten zusammet 
welche nur von der Zahl der Ladungen abhangen, unter der Vorausset 
da®B positive und negative Ladungen nicht quantitativ verschiedenen Ej 


haben. Von diesen Eigenschaften seien genannt: osmotischer |) 
optische Drehung. Viskositat. sowie Hydratation und Oberflachenspan g st 


und, von letzteren abhangig. die Stabilitat 

In Erweiterung der Theorie des idealen Ampholyten wurde by 
von Michaelis (11) der EinfluB der Salzbildung des Ampholyten und d 
der Dissoziation von anderen lonen als H’ und OH” erértert. Unter d 











Bedingungen, d.h. in salzhaltigen Loésungen, fallen die Punkte gl Si) 
positiver und negativer Ladung und fehlender H°-Dissoziation nicht he 
zusammen. Dem durch die erstgenannte Bedingung definierten Zust ‘ 
der isoelektrischen Reaktion im engeren Sinne, hat daher Linderst 
Lang (12) den zweitgenannten als isoionische Reaktion gegeniiberges 
Der EinfluB der Salzbildung des Ampholyten zeigt sich in der \ | 
schiebung des Punktes gleicher positiver und negativer Ladung (isoelekt 7 
scher Punkt), wahrend der Punkt fehlende H*-Dissoziation (isoioni 
Punkt) nicht verandert wird. 
DaB fiir die Kiweibkorper die Theorie des idealen Amphol Ch 
nicht ohne Einschrainkung anwendbar ist. wurde aus Arbeiten 
Soérensen (13) und seiner Schule (Linderstrém-Lanqg) deutlich, vor a _ 
aber von Pauli (14) (15) und seinen Mitarbeitern gezeigt. An dieser St: 
ist von Bedeutung, da® die Saurebindung der EiweiBkérper nicht 
Erwartung der Theorie entspricht (Zodern und Parl’), was am Glutin. 
auch am Ovalbumin und Serumalbumin beobachtet wurde. Im Gegen 
zu den Forderungen der Theorie steht weiterhin die Abhangigkeit des \ mit 
kositatsminimums und Stabilitétsminimums von Serumalbumin in stark Sit 
Sauren von der Eiwei®konzentration, sowie das Auseinanderfallen ae 
Zone maximaler Flockung und minimaler Viskositaét einerseits und = 
Zone fehlender elektrischer Uberfiihrung auf der anderen Seite in \: 
suchen mit salzsaurem Glutin. Au 
Die Abweichungen im Verhalten der Eiwei®kérper in starken Saur less 
gegentiber der Erwartung auf Grund der Theorie des idealen Ampholyt: 6,2 
wurden von Pauli (14) dahin zusammengefaBt : wel 
1. Es findet sich auch bei Zusatz starkerer Séuren zum Eiweils ae 
Punkt scheinbar isoelektrischen Verhaltens, symmetrischer Elektrophor “ 
2. Die Konzentration der freien Wasserstoffionen _ ist nm dik ” 
Mischungen sehr gering und tief unter der mit Acetatessigsiurepuffert re 
isoelektrischen Gebiet. Sie weist fiir 1°,, Glutin und Albumin die Gro| hoe 
ordnung 10 ® auf. die 
3. In diesem Konzentrationsgebiet sind die negativen Sdaureione Wai 
reichlich vorhanden und frei, und es besteht ein Uberschu8 an elekt ler 
positiven EiweiBladungen tiber die negativen. ver 
4. Bel weiterem Saéurezusatz, also in einem Gebiet rein kathodisc! der 
KiweiBwanderung, findet sich ein Maximum an Neutralteilchen, erkenn!at die 
am Auftreten eines Optimums der Alkoholflockung und eines Minimu: het 
der Reibung. Zei 
5. Die zur Herbeifiihrung symmetrischer Elektrophorese bzw za 
NeutralteiImaximums nétige Sauremenge wachst mit steigendem Eiw: Ho 


gehalt. lie 
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Die Unstimmigkeiten zwischen Theorie und experimentellem Ver- 
n der EiweiBkérper als Ampholyte beschranken sich indes 
it sie als gesichertes Wissen gelten dirfen so gut wie vollig 
ihr Verhalten in starken Saéauren und Basen. In Pufferlésungen 
en die bisher erhobenen Befunde in guter Ubereinstimmung mit 
theoretischen Erwartung. Das gilt auch im Hinblick auf das Zu- 
menfallen des Punktes minimaler Ladung, wie er im elektrischen 
Uherfiihrungsversuch festgestellt wird, mit dem Punkte minimaler 
Stabilitaét und Viskositaét der Proteine. Die Cbereinstimmung war hier 
bei den Fallen, in denen mit mehreren Verfahren gearbeitet wurde, 
«» ausgezeichnet, daB zahheiche Untersucher voraussetzungslos die 
Pufferlésungen mit verschiedenen Methoden erhaltenen Resultate 
Fillbarkeit, Viskositat, Oberflachenspannung und elektrische Uber- 


fuhrung — auf den ,,isoelektrischen Punkt* bezogen. 


Um so tberraschender und, unabhangig von dem Ausgangspunkt 
inserer Arbeit, um so wesentlicher fir die allgemeine physikalische 
Chemie der EiweiBkorper scheinen daher die Befunde zu sein, die bei 


ler Untersuchung unseres Bence-Jones- Proteins erhoben werden konnten, 


a) U berfiihrungsversuche. 


Die beiden hier wiedergegebenen Uberfiihrungsversuche wurden 
mit einem Praparat angestellt, das jeweils zweimal durch Zwei-Drittel 
Sattigung mit Ammonsulfat gefallt und nach Lésung bis zur Elektrolyt- 
freiheit dialysiert war, wie es oben beschrieben wurde. 


Die EiweiBkonzentration wurde aus Mikrostickstoffanalysen det 
\usgangslésung (NichteiweiBstickstoff war stets nur in zu vernach 
lassigenden Mengen vorhanden) nach Pregl (16) durch Multiplikation mit 
6.25 errechnet. Der Fehler, der durch Verwendung des iiblichen Mittel 
wertes an Stelle des fiir dieses EiweiB noch festzustellenden Stickstoff 
aiquivalents resultiert, diirfte kaum ins Gewicht fallen. Die Konzentrations 
bezeichnungen der Protokolle beziehen sich auf die endgiiltigen, durch 
Mischung mit der EiweiBlésung sich ergebenden Konzentrationen | Ausgangs 
pufferlésungen nach Clark und Lubs (17)). Um im gleichen Versuch 
noglichst mit der gleichen Pufferlésung zu arbeiten, wurden auch Losungen 
hergestellt, deren Wasserstoffzahl nicht mehr gut reproduzierbar ist und 
die deswegen als Pufferlésungen in der Regel keine Verwendung finden. 
fiir unser Vorgehen war das bei ausnahmsloser elektrometrischer Kontrolle 
ler Wasserstoffzahlen unbedenklich. Die Anordnung des Uberfiihrungs 
versuchs geschah nach Michaelis (18) mit der zur quantitativen Messung 


der Kataphorese bestimmten Apparatur. Als unpolarisierbare Elektroden 
dienten mit KCl] gesattigte Agarréhrchen. Die angelegte Spannung 


betrug 220 Volt. die Versuchsdauer 2 Stunden, nachdem sich kurzere 
Zeiten als nicht ausreichend erwiesen hatten. Der Traubenzuckerzusatz 


yur Eiwei®lésung wurde variiert, wie aus den Protokollen  ersichtlich 
HGhere Zuckerkonzentration verbreitert zwar durch die erzielte Viskositat 
die Zone fehlender Konvektion, verhindert jedoch den auf Diffusion und 
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Wiarmekonvektion zu beziehenden wechselnden Transport in det 
der isoelektrischen Reaktion. Das Ergebnis, am Mittelwert der 
tehlender, beiderseitiger oder wechselnder Konvektion gemessen, wird ¢ 
groBere Traubenzuckerkonzentrationen nicht nachweisbar beeinfluBt 
Seitenfliissigkeit enthielt jeweils statt der EiweiBlésung Wasser mit 
sprechendem Pufferzusatz. Nach SchluB8 des Stromdurchgangs wurc 
Seitenfliissigkeit beiderseits entleert und mit Sulfosalicylséure auf i 
gepriift. Auf den Triibungseffekt beziehen sich die entsprechenden S} 
der Protokolle. Eine Mischung der beiden Seitenfliissigkeiten zu gle 
Teilen diente (in einzelnen Versuchen) zur elektrometrischen Kontrol|: 
aktuellen Reaktion. Ausnahmslos wurde diese in der Mittelfliissick 
gemessen |Potentiometer (Mikroionometer) von Lautenschldger |; als Wa 
stoffelektrode diente die Universalelektrode von Wul/ff-Kordatzki, als | 
element die gesaéttigte Kalomel-Kaliumchloridelektrode.  Stets erfolyt 
Doppelmessungen unter Benutzung verschiedener Elektroden. Zur 
rechnung des isoelektrischen Punktes wurde die Zone fehlender Konvekt 
durch die Messungen begrenzt, welchen noch keine eindeutige (d. h. beic: 


seitige oder wechselnde) oder eben gerade eindeutige Konvektion entsprac} 
Der isoelektrische Punkt ergab sich hieraus als arithmetisches Mitt 
der Wasserstoffzahlen (Pay) entsprechend der Argumentation 
Michaelis, welcher diesen Punkt als geometrisches Mittel der Wasserst 
aktivitaten («H) annimmt. 


Tabelle I. 


8. Juli 1931. Bence-Jones-EiweiB, zweimal mit Ammonsulfat umygefi 
0,008 n Phosphatpuffer (Clark und Lubs). Eiwei®: 0,136 g-°,. Trauhe 
zucker: 20°... 220 Volt. 20,5°. 2 Stunden. 





Wasserstoffzahl 


. Anodische Kathodische 
der Mittel- der Seiten- Wanderung Wanderung 
tliissigkeit tliissigkeit 

5,49 5,60 d + 
5,87 5,74 0 0 
6,00 5,86 6 ” 
7,08 7,03 6 4 
7,44 7,34 7] ” 
7,55 7,03 aa 
9,78 10,71 + 6 


Tabelle Il. 


17. Juli 1931. Bence-Jones-KiweiB, zweimal mit Ammonsulfat umgefiillt 
0,005 n Phosphatpuffer (Clark und Lubs). Eiwei®B: 0,136 g-°,. Trauben 
zucker: 2,5°,. 220 Volt. 21° 2 Stunden. 





Wasserstoff- Anodische Kathodische Wasserstoff- Anodische Kathodis 
zahl Wanderung Wanderung zahl Wanderung Wanderur 
5,99 7D + 6.63 4“ + 
6,15 (+ a 6.81 (+) a 
6,35 (+) oh 6,99 ! ” 
6,52 (+) rf 7,19 é 6 
6,61 o f4.) 
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Tahelle 111. 


fuhrungsversuche mit genuinem Bence-Jones-Protein (Ammonsulfat 


praparat) in Phosphat puffer. 





Eiweif- Paffer- —e —_ nicht Mittel wert 
datum konzentration konzentration | , . pasar, be (= 1.P 
konzentration Konvektion 
1931 g-' n ) PH PH 
8. VIL. 0,136 0,008 20 5,87 bis 7,44 6.66 
7. VIL. 0,136 0,005 2,5 6,61 , 6,81 6,71 


Der Punkt minimaler Dissoziation, also des maximalen Disso- 
ziationsrestes, liegt, gemessen an der elektrischen Kataphorese, in 
Pufferlésungen bei px = 6,70 in guter Ubereinstimmung der beiden im 
ibrigen nicht vOllig identischen Versuche. 

Der Uberfiihrungsversuch mit einem durch Alkoholfallung ge- 
wonnenen Piaparat ergibt grundsatzlich die gleichen Verhaltnisse. 
Jedoch ist das Ergebnis durch Vorginge kompliziert, auf die erst an 


spiterer Stelle einzugehen sein wird. 


b) Fallungsve rsuche a 


Aus der groben Reihe der vorliegenden Versuche seien nur wenige 
Beispiele als Beleg wiedergegeben. Zunichst drei Versuche mit einem 
durch Ammonsultatfallung gewonnenen Priparat bei wechselndet 
Pufferkonzentration. 

Die Spalte 1 dieser und der folgenden Tabellen bezieht sich auf 
den Anteil (in Kubikzentimeter) der n/10 Lauge und der Pufferstamm- 
losung (nach Clark und Lubs) an 100 cem der gebrauchsfertigen Puffer- 
losung. Die Wasserstoffzahlen sind auch hier alle durch Doppel- 
bestimmungen mit der Wasserstoffelektrode kontrolliert. 


Tabelle 1V. 





3. November 1931. Bence-Jones-EiweiB. zweimal mit Ammonsulfat um- 
gefallt. 0,009 n Phosphatpuffer (Clark und Lubs). EiweiB: 0,211°,,. 19,5°. 
' ili ~ | Triibungsgrad Wasserstoff- eaiehnune | lviibungsgrad | Wasserstoff 
ezeichnung | “nach 5 Min zahl Bezeichnung || nach 5 Min zabl 
39.5/50 iD 60/40 1. f. 961 

42.8/50 7] 65/35 

45,2/50 4" 70 30 (+) 

46.8/50 “4 &0 20 {4.3 
5°50 (+) 8,04 90 10 ” 
55/45 Sot 8,87 95) 5 "W 





Die Triibung erfolgt spontan nach Zugabe des Puffers zu der salz- 


freien Eiwei®lésung. 
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Tabelle V. 


3. November 1931. Bence-Jones-EiweiB, zweimal mit Ammonsulfat 
gefallt. 0,018 n Phosphatpuffer (Clark und Lubs). EiweiB: 0,211! 

















Bezeichnung lriibungsgrad Wasserstott — " lriibungsgrad Wass 
7 a nach 5 Min zahl ne nach 5 Min Lia 
39,5 50 “7 6040 ++ 9 
42. 8/50 iz) 65 35 + 10), 
452/50 a] 70/30 - 
46,8/50 “ 7.83 89/20 ¢a.) 
50.50 {+ 8.09 90/10 fs.) 
55/45 oo 9 48 95/ 5 (+) 
Die Triibung erfolgt spontan nach Zugabe des Puffers zu det 
freien EiweiBlésung. 
Tabelle VI. 
3. November 1931.  Bence-Jones-EKiweiB. zweimal mit Ammonsulfat 
gefallt. 0.036 n Phosphatpuffer (Clark und Lubs). KiweiB: 0,211°,. 19 
veichnune  -Tibungsgrad Wasserstofi ~zeic ,  Triibungsgrad Wasser 
Bezeichnung nach 5 Min zahl Bezeichnung nach 5 Min zal 
39,550 60/40 n 10.59 
42.850 “ 65/35 N 
45.2/59 0 70/30 n 
46.8 50 7,89 80 20 "=. 
50/50 4 4 8.16 9g0/10 (+) 
55/45 ++ 9.73 95) 5 (+) 
Die Triibung erfolgt spontan nach Zugabe des Puffers zu det 
freien EiweiBlosung. 
Tabelle VII. H 
Fallungsversuche mit genuinem Bence-Jones-Protein (Ammonsultat 
praparat ) in Phosphat puffer. h 
Eiweil- Puffer 
Instabilitaéts M 
Datum Priparat konzen konzen- ‘ aes ; i 
(Fallung) tration tration i 
# Maxi: 
1931 n PH 
; e | 
3. XI. Ammonsulfat 2 0,211 0,009 S.87 bis 9.61 9,24 
3S. AI. = 2 > 0,211 O,OLS 8,09 , 9.72 9.45 
S.. Bake 2 0,211 0,036 8.16 . 9,73 8.95 
= | 0,272 0,012 8,55 , 9,20 8.85 
Mittel: 914 : 
Es folgen Versuche in Glykokollpuffer nach Sérensen, mit « 0.1 
; :. » 
gleichen EiweiBpraiparat angestellt. Me d 
Die Bezeichnung der Pufferlésungen entspricht den weiter oben 
gegebenen Prinzipien. Zum Teil wurde neben NaOQH-Gly kokollpuffer au ,; 
bZW 


Glykokoll-H Cl-Puffer in einem Bezirk verwendet, in dem die einwat 
freie Reproduktion von Wasserstoffzahlen nicht méglich ist. Datiu 


Rey 
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eiche, was beim Phosphat Uber die Grinde und die Zulaéssigkeit det 
ndung dieses Verfahrens bemerkt wurde. Die angegebene Alkohol 
ntration wurde durch tropfenweises Zufiigen von 96° ,igem Alkohol 


Versuchsgemisch erreicht. 
Die Wasserstoffzahlen wurden in 
her vor Alkoholzusatz abgetrennt 


T abe lle 


ini 1931. 


einem Teil det 
war. 


Vill. 


Bence-J ones-EiweiB, zweimal mit Ammonsulfat 1 


Losung gemessen, 


imgefallt 








n ¢ rly kokollpufter (Sdrensen). EnweiB: 0,136' Alkohol: 24.9 Vol.-' 
19, 5°. 
lriibungsgrad Wasser- rribungsgrad Wasser 
ezeichnung nach 5 Min stoff- Bezeichnung nach 5 Min stoft 
(Alkoholzusatz) zahl (Alkoholzusatz zahl 
koll 100/0 a Glykokoll 80 20 + 8.76 
97 5/25 1. + 7.97 70/30 “ 8.97 
G5/5.0 ! 8.16 60/40 “ 
9010 
Vor Alkoholzusatz v6llig klar. 
Tabelle 1X. 


November 1931. Bence-J ones-Eiwe 


1B. einmal mit 


Ammonsulfat um 





velillt. 0,027 n Glykokollpuffer (Sdérensen).  EiweiB: 0.1549. Alkohol 
25,6 Vol.-‘ 19,5°. 

Triibungsgrad Wasser rriibungsgrad Wasser 

Bezeichnung nach 5 Min stott- Bezeichnung nach 5 Mir stoft 

Alkoholzusatz) zahl Alkoholzusatz) zah! 

HCl 0,05/99,75 + NaOH 97,5/2,5 + 8,19 

0,03/99,97 95/5 ” 8.45 
0,02/99.98 + + 7,87 90/10 ”) 
ilykokoll 100/0 ++ 7,96 80 20 7) 





Vor Alkoholzusatz voéllig klar. 


Tiabe lle 


Fallungsversuche mit 


Be nee Jone s-Protein 


a 


Glykokollputfer. 


(Ammonsulfatpraparat) in 





Eiweili- Puffer- Alkohol | bilitut Mittel 
> . nstabilitits ods 
tum Priparat —— — n- Sonaete ri , . ae - 
(Fallung) tration ration ration iXimum 
1931 015 n Vol.-! pH PH 
0. VI. Ammonsulfat 2 0,136 0,02 24.9 7,97 bis 8,76 = 8,87 
ie = 1 0,154 0,027 25,6 7,87 , 7,96| 7,92 


Die Tabellen ergeben zunachst ein gewisses Schwanken der Mittel- 


bzw. Maximalwerte’ der 


Reproduzierbarkeit des 


Fallungszone, 
Instabilitatsmaximums _ bei 


welches zu der 


Versucl 


scharfen 


en mit 
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anderen EiweiBarten in scheinbarem Widerspruch steht. Der | 
kann entweder Ausdruck eines Sachbestandes oder als Fehlerst; P 
methodisch bedingt sein. In der Tat sind Gegebenheiten erk« K 
welche die Streuung als methodisch bedingt erkléren kénnten 
Bei der Verwendung von Phosphatpuffer entsprechen die in | 
kommenden Wasserstoffzahlen einem Bereich mit geringer Puff: we 
in dem kleine Anderungen des Laugenzusatzes bereits groBe pu-S} 
bedingen. Die py-Abstande zweier benachbarter Proben einer Ver 


seite sind daher zum ‘Teil viel gréBer als wiinschenswert und ai ents 
Parallelversuchen — zumal bei Zusatz von EiweiB in verschi lath 
Konzentration nicht vollig reproduzierbar. ind 


Bei der Verwendung von Glykokollpuffer andererseits, ci 
Pufferwirkung in dem fraglichen Bereich geniigend ist, wird Alk 





zusatz notwendig, um tiberhaupt eine Flockung zu erzielen. — |)j — 
Alkoholfallung ist aber in ihrem Ausma8 nicht nur eine Funkti 
der Wasserstoffzahl, sondern auch der Zeitdauer der Alkoholeinwirkune Nn 
Die latsache, daB der Alkoholzusatz in einer Versuchsreihe auc! Verh 
schnellstem Arbeiten praktisch nicht véllig gleichzeitig erfolgt, kam — 
daher eine geringe Schwankung des Flockungsmaximums bei der \} ade 
lesung zur Folge haben. ( 
Doch ergibt sich véllig unabhangig von diesen vergleichsw " 
geringen Schwankungen der Befund, daB sowohl in Phosphat wis inde 
Glykokollpuffer das Stabilitétsminimum im alkalischen Bezirk zwische: aes 
pu = 8,00 und 9,20 weit jenseits des Punktes liegt, der auf Grund ces _— 
Ergebnisses der Kataphoreseversuche durch das Minimum der elek a8 
trischen Ladung charakterisiert ist (pu 6,70). Damit zeigt d Was 
untersuchte Bence-Jones-Protein ein Verhalten, welches sich von de) ie 
anderer EiweiBkérper unter analogen Bedingungen (d. h. in geputferte: 
Lésungen) weitgehend unterscheidet. theti 
Es ist ferner festzustellen, daB das Bence-Jones-Protein in Phosp! 
puffer spontan ausfallt, wahrend die Fallung in Glykokollpuffer erst we ‘ 
nach Alkoholzusatz erfolgt. Is A 
Zur Deutung der Befunde sind zwei Méglichkeiten gegeben: bs age 
kann mit Pauli (14) vorausgesetzt werden, daB es sich bei dem dw I 
Elektrophorese ermittelten Punkt nicht um den isoelektrischen Punkt om 
im Sinne der Gleichheit der elektrischen Ladungen handelt, sonder Punl 
daB das gleiche EiweiBteilchen im Hinblick auf die negative: optul 
Ladungen eine andere Wertigkeit zeigt als auf die positive! dure 
Ladungen. Der Punkt ware dann zwar ,,isomolar“ (Pauli) in bezug Den 
auf den elektrischen Transport, wiirde jedoch keineswegs dem Maximun wae 
der Zahl von Neutralteilchen entsprechen. Dieser Punkt ware vielme!i! nogP 
einel 


durch die maximale Fallbarkeit definiert. 


Bi 
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amit wurden die Beobachtungen am Bence-Jones-Protein in 
Pulierlésungen in v6éllige Analogie zu dem Verhalten anderer EiweiB- 
+ in starken Sauren gesetzt, wie es von Pauli und seinen Mit- 
tern eingehend studiert wurde. 
Unter diesen Umstainden kann auch die Mdéglichkeit erwogen 
werden, daB die mangelnde Konstanz des Instabilitaétsmaximums nicht 
methodisch begriindet ist. Wie Michaelis (10) gezeigt hat, nimmt 
mit der Abnahme der sauren und basischen Dissoziationskonstanten 
.K, der Disso- 


tionsrest zu und verliert gleichzeitig sein scharfes Maximum, wodurch 


entsprechend dem Produkte ihrer Logarithmen K 


t 


l 


die Stelle eines definierten isoelektrischen Punktes eine breite iso- 





elektrische Zone tritt. Auch mit diesem Falle muB hier gerechnet 
= werden, ohne daB unsere Ergebnisse einstweilen erlauben, zwischen 
5 methodischer und sachlicher Bedingtheit zu unterscheiden. 

| 
" ; Zwei Fragen bleiben bei dieser Deutung offen: einmal die Frage 
aes nach der Ursache dieses von anderen EiweiBkérpern abweichenden 
. Verhaltens des Bence-Jones-Proteins in Pufferldsungen. Weiter ist 
a ingeklart, wodurch der Unterschied im EinfluB der Anionen Phosphat- 
cM ion und Glykokoll auf die Fallbarkeit des Proteins begriindet ist. 
Gilt jedoch auch beim Bence-Jones-Protein der Umkehrpunkt 

_ der Elektrophorese als Minimum der Dissoziation, was dem Verhalten 
ale inderer EiweiBkorper in Pufferlésungen entspricht, so ware die ver- 
= schiedene Stabilitét im alkalischen Bereich als Wirkung von Neben- 
all ionen zu deuten. Aber das Auftreten eines Maximums der Instabilitat 
elel nicht in Abhangigkeit von der Elektrolytkonzentration, sondern der 
‘ d Wasserstoffzahl bietet dieser Auffassung kaum tiberwindliche Schwierig- 
. det Kelten, 
ferter Der Versuch einer Deutung scheint damit so weitgehend hypo- 

thetisch, daB ihm ein heuristischer Wert versagt bleibt. 
Auch dirften Untersuchungen an unzureichend definierten Kérpern, 
» erst wie es die EiweiBkorper hinsichtlich ihres Verhaltens als Kolloide und 

|, Ampholyten sind, kaum geeignet sein, die vorliegenden Verhaltnisse 
5 i vrundsatzlich zu klaren. 
durcl Keinesfalls kann der Fall in Frage gezogen werden, daB es sich hier 
~inkt um ein Gemisch eines lyophilen EiweiBk6rpers mit einem isoelektrischen 
ndert Punkt bei py = 6,70 und eines starker lyophoben mit einem Flockungs- 
tivet optimum zwischen pq = 8,00 und 9,00 handelt, zweier Koérper, welche 
tive durch die angewandten Umfallungsmethoden nicht zu trennen seien., 
bezug Denn es bietet gerade die elektrische Kataphorese im Bereich der 
‘mun Wasserstoffzahlen, welche zwischen beiden isoelektrischen Punkten 
meht liegen, die Méglichkeit, ein Gemisch zu trennen bzw. das Vorhandensein 


einer Mischung durch Kataphorese in beiden Richtungen festzustellen. 
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Dieses Verhalten war jedoch in den einschlagigen Versuchen (Tahe|) | 
und I1) nicht nachweisbar. 
Auch lieB sich das hypothetische Flockungsmaximum bei py 7 
durch Zusatz von Alkoholoder Ammonsulfat nicht zur Darstellung bri ae 
Ks mu also bei der Feststellung sein Bewenden haben, dat 
untersuchte Bence-Jones-Protein in Pufferlésungen Abweichunge: 
der Theorie des idealen Ampholyten zeigt, wie sie bei anderen Ki, 
k6rpern nur in starken Sauren beobachtet werden: volliges Auseina . 
fallen des Punktes minimaler elektrischer Kataphorese und des St 
titsminimums. 
Die Versuche mit durch Alkoholfallung gewonnenen Praparat: 
bieten in einer Hinsicht Neues, weswegen sie durch ein Beispiel |x 






































seien, fallu 
Tabelle XJ. \m 
10. Juni 1931. Bence-Jones-EiweiB (Alkoholpriiparat). 0,02 n Phos)! Im 
puffer (Clark und Lubs). EiweiB: 0,105°,,.  18,5°. = 
; eht 
. rriibungsgrad Wasserstoff- a Triibungsgrad Wasser 5 
Bezeichnung nach 5 Min. zahl Bezeichnung nach 5 Min. zat ure 
welk 
42,850 4 60/40 +++ 9,16 Los] 
45,2/50 70/30 aot. 10,01 
46,8/50 “ 7,37 80/20 + 11,53 
5/59 + 7,52 90:10 +. 
55/45 = 8,21 
Die Triibung erfolgt spontan nach Zugabe des Puffers zur Eiw 
lésung. 
m ; (m1 
Tabelle XII. 
- , ’ , . Jen 
Fallungsversuche mit Bence-Jones-Protein (Alkoholpriparat) in Phosphat Den 
puffer. Dies 
Los) 
Eiweib- Puffer- ae Mittel 
Datum konzentration konzentration Instabilitatszone oder Maxin 
1931 0/9 n Pu PH ; 
liegt 
10. VI. 0,105 0.02 8,21 bis 19,01 9,11 pra 
ra. Fi. 0,108 0,02 7,64 , 10,21 8,93 
Tabelle XIII. wie 
6. Juni 1931. Bence-Jones-EiweiB, mit Alkohol gefallt. 0,025 n Glykoko! und 
puffer (Soerensen). EiweiB: 0,213°,,. 19°. — 
’ Triibungsgrad Wasserstoff- — Triibungsgrad Wasserstott LOI 
Bezeichnung nach 5 Min. zahl Bezeichnung nach 5 Min zat pray 
95/5 i] 60/40 coe 8,56 
90/10 ) 7,74 50/50 (+) 9,80 _ 
80/20 ++ 8,32 40/60 0 
70/30 +4 4 8.38 vor, 
Die Triibung erfolgt spontan nach Zugabe des Puffers zur Eiw: beok 


lésung. hobe 








Dhat 
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Tabelle XIV. 


gsversuche mit Bence-Jones-Protein (Alkoholpraparat) in Glykokoll- 





puffer. 
—_— 
Kiweil Puffer Mittel 
tum konzentration konzentration Instabilitatszone vier Maximum 
131 9 n PH Pu 
v.. 0,213 0,025 8.32 bis 8.56 8.44 
s. VI. 0,961 0,061 8,58 , 9,29 8.99 


In beiden Versuchen erfolgt sofortige Tribung nach Zusatz des Puffers 
KiweiBlésung. 


Die Tabellen zeigen, wie das Stabilitatsminimum des durch Alkohol- 
fillung gewonnenen Priparats im gleichen Bezirk liegt, der fiir das mit 
\mmonsulfat ein- oder mehrfach umgefillte Protein gefunden wurde. 
Im Gegensatz zum Ammonsulfatpraparat fallt jedoch dieses Protein 
uuch in Glykokollpuffer spontan aus, und wie aus der Tabelle hervor- 
geht, auch bei niedriger KiweiBkonzentration. Es ist also offenbar auch 
lurch die Alkoholpraparation eine Abwandlung des Proteins verandert, 
welche sich bei unverindertem isoelektrischen Verhalten in einer 
Loslichkeitsverminderung dartut. 


Zusammenfassung. 


Bei der Praparation eines Bence-Jones-Proteins wird sowohl nach 
\mmonsulfatfallung als besonders nach Alkoholfallung eine teilweise 
Denaturierung beobachtet, die sich in Léslichkeitsverminderung duBert. 
Diese Denaturierung tritt auch bereits bei langerem Stehen in wisseriger 
Loisung zunehmend auf. 


Der isoelektrische Punkt, gemessen an der elektrischen Kataphorese, 
liegt in Phosphat- und Glykokollpuffern bei pg = 6,70 (Ammonsulfat- 
praparat). 


Die Zone minimaler Stabilitat liegt bei Ammonsulfatpraparaten 
wie Alkoholpraparaten weit im alkalischen Bezirk zwischen pq = 8,00 
und 9,20. Das Pufferanion ist fiir die Stabilitét von Bedeutung, da die 
Ammonsulfatpraparate nur in Phosphatpuffer eine spontane Triibung 
zeigen, in Glykokollpuffern erst nach Alkoholzusatz. Die Alkohol- 
praparate geben in beiden Puffern eine spontane Triibung. 


Es liegen also bei dem untersuchten Bence-Jones-Protein in Puffer- 
losung ahnliche Abweichungen von der Theorie des idealen Ampholyten 
vor, wie sie von Pauli bei anderen EiweiBkérpern in starken Sauren 
beobachtet wurden. Eine ausreichende theoretische Klérung der er- 
hobenen Befunde ist auf Grund des vorliegenden Materials nicht méglich. 


10* 
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Untersuchungen an einem Bence-Jones-Protein. 


Il. Mitteilung: 


Der isoelektrische Punkt des genuinen Bence-Jones-Proteins in starken 
Siuren und Basen’. 


Von 
Fritz Mainzer. 
(Aus der Medizinischen Universitatsklinik Rostock.) 
(Eingegangen am 19. Januar 1932.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Untersuchung des isoelektrischen Punktes eines Bence-Jones- 
Proteins in Pufferlésungen (s. erste Mitteilung) hatte Abweichungen 
on der Theorie des idealen Ampholyten ergeben, wie sie sonst nur 

starken Sauren beobachtet wurden. Danach muBte das entsprechende 

Verhalten dieses EiweiBes in starken Séiuren und Basen von besonderet 
Bedeutung sein. 

Die Praparation des EiweiBes entsprach dem in der ersten Mit- 


geschilderten Verfahren. Es wurde nur mit EiweiB gearbeitet, 


toil 
enung £ 


las mit Ammonsulfat umgefallt war. 

Kine KiweiBlésung wurde mit abgestuften Mengen n/50 HCl versetzt, 
nachdem jeder Stufe soviel Wasser zugegeben war, daB das Endvolumen 
nach Salzsdurezusatz) Uberall gleich war. Der Versuchsansatz und die 
MeBmethoden entsprechen dem in, der ersten Mitteilung angegebener 
Verfahren. 

Tabelle I, welche einen Uberfiihrungsversuch wiedergibt, zeigt 
zinachst, daB die Ausgangslésung des Ampholyten in ihrer Reaktion - 
entsprechend der Forderung der Theorie — dem durch Kataphorese 
in Pufferlésungen ermittelten iscelektrischen Punkt entspricht. Diese 
fatsache stitzt die Auffassung, daB das Ergebnis der Kataphorese in 
Pufferlésung und nicht die viel weiter im alkalischen Bereich liegende 
Zone der maximalen Instabilitat dem Neutralteilmaximum entspricht 
ind daher als iscelektrischer Punkt im eigentlichen Sinne = anzu 
sprechen ist. 


1 Mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft. 
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Tabelle 1. 


23. November 1931. Bence-J ones-EiweiB, zweimal mit Ammonsulfat ume 














KiweiB: 0,350° .,. Traubenzucker: 2,9°,,. 220 Volt. 18,5 bis 19,5°. 2 Stu 
Konzentration Wasserstoff- Anodisehe Kat 
Bezeichr o i 1odisehe athe 
exeichnung n/100 zahl Wanderung Wand 
Salzsiure . , 0,056 3,69 ” 
0.014 6.08 (+) 
* peels Saha 0,007 ! 
Wasser... , 6.59 +- ; 
Natronlauge 7 0,007 al rn 
0,014 7,15 4 0 | 
0,021 7,39 t “ 
0,028 +. " 
is > 0,042 - a a 
i pan Fs 0,056 + ty 
— 
ri . s a . ~ j 

In der Tat entspricht der Uberfiihrungsversuch in ungepuffert = 
Lésung véllig dem in gepufferten Lésungen. Die UCbereinstimmun, 
der beiden so ermittelten Punkte 

Pufferiéeumg. ......5:... + pa= 6,70 | 
ungepuffert fi. © ko. be @ =o oe « ee eee | 
: 
darf bei der Schwierigkeit der Messung der Wasserstoffzahl in w 
gepufferten Lésungen und vor allem in ungepufferten LiweiBlésungen 
langsame und ungentigende Einstellung des Potentials — als sel) 
gut gelten. , 
abe 

In diesem Punkte glauben wir daher, entgegen manchen Argumente: 

Paulis (1), das Neutralteilchenmaximum sehen zu diirfen. — 

Um so tiberrachender ist das Ergebnis der mit NaOH und H' 
vorgenommenen Fallungsversuche. 

Bei Zusatz von NaOH trat weder spontan eine Triibung auf, no 9: 
lieB sich in zahlreichen Versuchen durch Zusatz von Alkohol in ab- 
gestuften Konzentrationen ein Fallungsmaximum im alkalischen Bezirk 
herausarbeiten. Die Triibungsstarke nahm in diesen Versuchen stetig umg 
nach der sauren Seite hin zu. oefai 

Dagegen stellt sich bei Zusatz abgestufter Mengen Salzséure (und 
Alkoholzusatz) ein ausgesprochenes Stabilitétsminimum heraus, wit die 
die folgenden Protokolle erweisen. Prot 

Auch hier wurde zunéchst der gleichen Menge EiweiSlésung in jede! 

Stufe so viel Wasser zugegeben, daB das Volumen nach Salzséurezusat: Lost 

in allen Stufen gleich war. Dann wurde 96°, iger Alkohol tropfenw: dess 

bis zur angegebenen Konzentration unter Umschiitteln zugefiigt. ‘ 
es 

Die gemessenen Wasserstoffzahlen beziehen sich auf das Versuc! _ 
gemisch vor Alkoholzusatz, die Angabe der errechneten H Cl-Konzentrat hi 

schi 


auf das durch Alkoholzusatz erzielte Endvolumen. 








‘ntel 





i. 2. November 


sulfat gefallt. 


1931. 
EiweiB : 


0,372". 
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Bence-J ones-EiweiB, einmal mit Ammon- 


Alkohol: eb Vol. . ae 











jure- Salzsiure- > 
eee Tribungsgrad Wasserstoff- Plier ss lriibungsgrad Wasserstoff 
: nach 5 Min zahl nach 5 Min zahl 
100 n 100 
55D (+) 0.40 + 4.98 
0,53 0,37 5,25 
O51 +. 0.35 
1,45 ++ 0,82 (+) 
44 ++ 0.30 “ 
0.42 44 4.65 0,27 a 
Vor Alkoholzusatz voéllig klar. 
Tabelle III. 23. November 1931. Bence-Jones-EiweiB. zweimal mit 
Ammonsulfat umgefallt. EiweiB: 0,350°,,. 18 bis 18,5°. 
Salzséure- ‘ Salzsiure- P 
. a. rriibungsgrad Wasserstoff- Ri me lriibungsgrad Wasserstofl 
nach 5 Min zahl nach 5 Min zahl 
n 100 n 100 
0.60 “7 0,43 4.80 
0,57 “ 0.41 +4 4.84 
0,55 (+) 0,38 4. 5,06 
0.52 (+) 0.35 (+) 
0,49 + 4,40 0,32 (+) 
0,46 + (),29 “ 





Triibung ohne Alkoholzusatz. 


Tabelle IV. (Ammonsulfat- 


Fallungsversuche mit Bence-Jones-Eiweib 
praparat) ohne Puffer (in HCl). 





Eiweib- Alkohol- Instabilitatszone Mittel oder 

Datum konzentration konzentration pina 7 Maximum 
1931 9/6 Vol.-° Pu Pu 
S. aL 0.372 732 4,.65—5,25 4.95 
23. XI. 0,350 é 4,40 —5,06 4,73 


Erwahnenswert ist die Tatsache, daB die Fallung bei dem zweimal 
umgefallten Praiparat bereits spontan eintritt, wahrend im einmal 
gefallten Praparat eine Triibung erst nach Alkoholzusatz beobachtet wird. 

Es zeigt dies die zunehmende Labilisierung des EiweiBes durch 
die Praparationsmethoden, die bei den durch Alkoholfallung isolierten 
Proteinen sehr viel ausgesprochener ist (erste Mitteilung). 


Als Wesentliches ergibt sich jedoch der Befund, daB in ungepufferter 


Lésung im sauren Gebiet ein neues Stabilitatsminimum auftaucht, 
dessen Zentrum im Mittel bei pu = 4,84 liegt. 
es in keiner Weise, in gepufferter Lésung [Phthalatpuffer nach Clark 
und Labs (2)] auch bei Zusatz von Alkohol oder Ammonsulfat in ver- 
schiedensten Konzentrationen ein analoges Stabilitatsminimum zur 


Demgegentiber gelang 
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Darstellung zu bringen. Unter diesen Bedingungen wurde di: 
fallung mit zunehmender H’-Aktivitat (gepriift bis py Lo 
sauersten Bereich HCI—KCl-Gemische nach Clark und Lubs 
intensiver, was mit der Beobachtung im Einklang steht, daB bei s1 
Sauerung Bence-Jones-EKiweiB aus Ammonsulfatlisung am }y 
kristallisiert [Grutterink und Graf (3)]. Die erhobenen Befuncde 
daher nicht mit der Annahme vereinbar, daB das Stabilitaétsmini 
auf eine Verunreinigung durch Albumin zu beziehen sei. 

Der Versuch einer theoretischen Klarung der Beobachtung t lic! 
ohne weitergehende Analysen (Bestimmung der Cl -Aktivitat, Lei: S\ 
fahigkeit, Polarisation) nicht méglich, die wir uns fiir einen spater vil 
Zeitpunkt vorbehalten. SDI 

Die Theorie des idealen Ampholyten fiihrt zu der SchluBfolgeruny Es 
daB der Ampholyt auf der sauren Seite seines isoelektrischen Punkt: 
Saure bindet, so daB die resultierende Reaktion alkalischer ist als ei des 
gleiche Lésung ohne Ampholytzusatz. Umgekehrt sollte auf der alkali un 
schen Seite des isoelektrischen Punktes der Ampholyt Basen binc 
wodurch eine stérker saure Reaktion als in einer Vergleichslésung 
resultieren sollte. Bei der elektrometrischen Titration sollte daher de 30. 
isoelektrische Punkt einen Wendepunkt darstellen, derart, da in aM 
alkalischen Bereich alle Reaktionen saurer, im sauren Bereich al) 
teaktionen alkalischer waren als bei einer in gleicher Weise titiert: 
Vergleichslésung ohne Ampholytgehalt. 

Zwei derartige Versuche zur Ermittlung des isoelektrischen Punkt: 
nach dem Vorgange von Nordbé (4) beim Fibrinogen werden durc! 

Abb. 1 wiedergegeben. Als Vergleichslésung diente eine etwa 0,083 n H( 
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Abb. 1. Elektrometrische Titration von Bence-./ones-Proteinlisungen nu 
I: O—O (81. VIL. 1931) = 25 cem, etwa 0,083 n HCl, mit 0,028 g-° 9 Bence-Jones-Eiw Di 
mit n50 NaOH titriert 
Il: @—e (30. VII. 1931) 25 cem, etwa 0,083 n HCl, mit 0,014 g-9 9 Bence-Jones-Eiw: ces 
mit n/50 NaOH titriert. . 
nic 


Il: x— (30. VII. 1931) = 25 cem, etwa 0,083 n HCl, mit n50 NaOH titriert 
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Die Abbildung zeigt, daB die Erwartung in keiner Weise erfiillt 
1. Die Eiweibl6sungen bleiben bei der Titration mit n/50 NaOH 
Gegensatz zur Theorie bis zur stark alkalischen Reaktion 
10,00 bis 11,00) saurer als die Vergleichslésung. 
Tabelle V zeigt, warum dieser Weg zur Ermittlung des isoelektri- 
en Punktes nicht gangbar ist, selbst wenn seine Voraussetzungen im 
brigen zutreften sollten. 
In dem fiir die Entwicklung des isoelektrischen Punktes wesent- 
hen Bezirk kommt es zur Flockung des EiweiBes. Das homogene 
System, welches die Voraussetzung der Anwendung des Massen- 
wirkungsgesetzes bildet, ist gerade hier nicht vorhanden. Dement- 
sprechend ist auch die Potentialeinstellung langsam und unsicher. 
ks ist daher keineswegs tiberraschend, dab erst bei weiterem Laugen- 
zusatz nach Aufhellung der Flockung und unter prompter Einstellung 
des Potentials die Titrationskurven der eiweibfreien Vergleichslésung 
und der EiweiBlésung zum Schnitt kommen. 


Tabelle V. 


80./31. Juli 1931. Elektrometrische Titration von Bence-Jones-Eiweii 
zweimal mit Ammonsulfat umgefAallt). Glockenelektrode von Michaelis. 20°. 





: . Beginnende 
Kiweib- Beginnende 


nzentratior ediibenner Stirkste Flockung Auflosung Vollige Klarung 
— ' = der Flockung 
( PH PH PH Pu 
0,014 4,77 etwa 5,19 9.90 
0,028 3,12 etwa 5,16 etwa 8.87 9.66 


Es dirfte somit tiberall, wo eine Flockung auftritt, die Bestimmung 
des isoelektrischen Punktes won Eiwceif mittels elektpometrischer 
litration schweren Bedenken begegnen, auch dann, wenn die Ergebnisse 
nicht in gleicher Weise zu offensichtlichen Widerspriichen fiihren wie 
im vorliegenden Falle. 

Die mitgeteilten Befunde miissen nun mit den oben erwahnten 
Beobachtungen von Tiselius (5) verglichen werden. Tiselius benutzte 
eine von ihm ausgebaute Methode, deren Prinzip in der photographischen 
Registrierung der Grenzverschiebung zwischen EiweiBlésung und eiweib- 
freier Lésung wahrend der elektrischen Kataphorese gegeben ist. Die 
Registrierung wird durch Verwendung des von Eiweifblésungen stark 
absorbierten Ultraviolettlichtes erméglicht, welche bei der Undurch- 
lassigkeit gewohnlichen Glases fiir die kurzwellige Strahlung die Be- 
nutzung einer Quarzapparatur fiir die Kataphorese notwendig macht. 
Die Anwendung dieser Methode gestattet Messungen der Wanderungs- 
veschwindigkeit und eine sehr genaue, mit dem tblichen Verfahren 


nicht in gleicher Weise erreichbare Feststellung des isoelektrischen 
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Punktes durch graphische Extrapolation. Ihre Anwendung er! 
ferner die weitgehende Ausschaltung von Hitzekonvektion und Diffu | 


welche in der Nahe des isoelektrischen Punktes bei dem von un 
wahlten Verfahren nach Landsteiner und Pauli (6) und Michael: st 


zu wie Tiselius ausfiihrt, nur methodisch bedingter — schei: Pru 

doppelseitiger Konvektion fiihrt, die auch in den hier bericht: M 

Versuchen zum Teil hervortritt. 7iselius konnte sich ferner durch 

von The Svedberg ausgearbeitete Verfahren der Ultrazentrifugieriiy Ind 

von der Uniformitat des verwandten Eiweibes iiberzeugen. cha 
Kr fand bei seinem Praparat einen isoelektrischen Punkt yi) wel 

Pu 5,20. 


Fur die hier berichteten Beobachtungen standen diese Apparatus 
leider nicht zur Verfiigung. Die Aufbereitung des hier untersuchte: 


Proteins war aber die gleiche wie bei dem von Tiselius untersuchte: 192 
Praparat. Es besteht daher kein Grund anzunehmen, daB die doppe! 4) 2 
seitige Konvektion auf eine Inhomogenitét des EiweiBes zuriickgelit, NCI 
ein gleichfalls von dem skandinavischen Autor als Ursache erwiesene) Pre 


Umstand. 

Es ist ferner die Abweichung der isoelektrischen Punkte beide: 
Bence-Jones-Proteine groB genug und die Ubereinstimmung der an 
ein und demselben Praiparat erhobenen Befunde langst ausreichend 
um die Methodik als Ursache der differenten Ergebnisse auszuschalte: 

Daraus ergibt sich, daB die Eigenschaften, durch welche Bene: 
Jones-Protein bisher definiert war, nicht auf ein einziges chemisches 
Individuum bezogen werden kénnen, sondern eine Gruppe charak 
terisieren, deren Glieder der weiteren Analyse bediirfen. Eine 
solche Auffassung wird durch die Tatsache gestiitzt, daB auc! 
abgesehen vom isoelektrischen,Punkt, welchem fiir die Kennzeichnung 
eines Eiweibkoérpers besondere Bedeutung zukommt, die bisher unte: 
suchten Bence-Jones-Proteine in ihrem chemischen und physikalisc! 
chemischen Verhalten nicht véllig identisch sind. 


Zusammenfassung. 


Die elektrische Uberfiihrung von Bence-Jones-EiweiB in un 
gepufferten Lésungen mit starken Sauren und Laugen fiihrt zu dem 
gleichen Ergebnis wie die Uberfithrung in gepufferter Lésung; de: 
isoelektrische Punkt (Neutralteilmaximum) wurde bei pu 6,59 ge 
funden (in Pufferlésung: py = 6,70). 

Es findet sich ferner in salzsaurer Lésung (mit Alkoholzusatz 
ein im sauren Bezirk liegendes Stabilitatsminimum, dessen Zentrum 
bei pu = 4,84 liegt. In gepufferter Lésung [Phthalatpuffer von Clark 
und Lubs (2)] ist dieses Minimum ebensowenig vorhanden, wie sic! 
das in Glykokoll- und Phosphat puffer im alkalischen Bereich (pq = 8.4 
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100) vorhandene Stabilitaétsminimum (erste Mitteilung) in starke1 
Leauge (NaOH und KOH) darstellen 1aBt. 

Die elektrometrische Titration von EiweiBlésungen ist zur Fest- 

lung des isoelektrischen Punktes nicht brauchbar, wenn durch 
fyubung oder Flockung die Voraussetzung fiir die Anwendung des 
Massenwirkungsgesetzes entfallt. 


‘ 


,, Bence-Jones-Protein“ verschiedener Herkunft ist kein chemisches 
Individuum. Der Name und die an ihm geknipften Eigenschaften 
harakterisieren eine Gruppe von Proteinen, deren Art und Umfang 


weiterer Klarung bedarf. 


Literatur. 
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Untersuchungen an einem Bence-Jones-Protein. 
Ill. Mitteilung: 
Der isoelektrische Punkt des denaturierten Benece-Jones-Proteins'. 
Von 
Fritz Mainzer. 
(Aus der Medizinischen Universitatsklinik Rostock.) 


(Eingegangen am 19. Januar 1932.) 


In der ersten Mitteilung wurde festgestellt, dal wahrend 


Dialyse des durch Ammonsulfat gefallten und in Wasser geléste: 
Bence-Jones-Proteins ein EiweiBkérper in Flocken ausfallt. Es wurc 


zunachst vermutet, daB es sich hierbei um Serumglobulin hand 


welches bei zunehmender Entfernung der Salze lésungsunfahig wiirc 


Wurde jedoch nach langerer Dialyse die Flockung abfiltriert, so 1 


sie bei fortgesetzter Dialyse der klaren Lésung erneut, wenn auc! 


zumeist langsamer, in Erscheinung. Dasselbe wurde beobachtet, wen: 


eine klare Bence-Jones-Loésung lingere Zeit im Eisschrank bei 4° unte: 


Thymolzusatz aufbewahit wurde. Ausflockung trat ferner ein, wen) 


die klace Lésung von Bence-Jones-EiweiB nach Abfiltrieren des Niec 


schlags abermals mit Ammonsulfat gefallt, gelést und der Dialy: 
unterworfen wurde. Dieses Vorgehen lieB sich mit dem gleichen Ergebui 
beliebig lange wiederholen, bis schlieBlich geléstes EiweiB nicht mel: 


vorhanden war. 


Die Fallung muBte daher auf eine Denaturierung des Bence-Jones 
Proteins zurtickgefiihrt werden, wenn auch ein Mitausfallen bei 


gemischten Globulins bei der ersten Dialyse nicht ausgeschlosse: 


werden kann. 


In diesen Zusammenhang war ferner auch die mehrfach mit 
geteilte Feststellung anderer Untersucher einzureihen, daB Bence 


Jones-KiweiB spontan aus dem entleerten Harn als Sediment ausfall 
kann, wie es auch von uns bemerkt wurde. 


1 Mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschatt 


aul 


Lu 
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Uber 
h die Bestimmung des isoelektrischen Punktes als eines wichtigen 


das 


Wesen 


Bence-Jones-Pro 


der eintretenden 


tein. IIL. 


Denaturierung suchten 





wir 


rakteristikums jedes EiweiBbkorpers AutschluB zu gewinnen, 


Beobachtungen, die in der zweiten Mitteilung wiedergegeben sind, 


ten bereits gezeigt, 


daB die Léslichkeit 


des 


Bence-Jones- Proteins 


wiederholter Umfallung abnehmen kann, ohne daB eine Anderung 


isoelektrischen Ve 


rhaltens eintritt. | 


da dabei auch 


eime 


Ver- 


iderung der Wiederlésung des Proteins in der Siedehitze und eine 


teigerte 


Fallbarkeit 


durch Ammonsul 


fat eintritt 


(vollstandige 


Fallung bei Halbsattigung), wurde in der ersten Mitteilung beiliutig 


wahnt. 
Ks sei zunachst i 


durch Erhitzen auf 


Das EiweiB wurde, 
im Erkalten hatte d 


Flockung trat in der ge 


Die Anordnung der Uberfiihrungsversuche war 


ersten Mitteilung | 
94. Juli 1931. Bence-J 
lurch Erhitzen auf 10¢ 


Lubs). EirweiB: 


0.069"... 


iber Versuche an 
100° denaturiert 
in Wasser gelost. 
ie Loésung ein 
~wahlten 
wurde. 


veschrieben 


Tabelle I. 


ones-EiweiB, zweimal mit 
0,005 n Phthalatpuffer (Clark und 
2 Stunden. 


” denaturiert. 


Traubenzucker: 2,5 


langsam aut 


wurde 


milchig opaleszierendes 
Konzentration nicht ein 


Ammonsulfat 


910 


220 Volt. 


100° erhitzt 


die vleiche. 


Bence-Jones-Protein berichtet, 


Nach 
\ussehen. 


Wie sie ih 


umgetallt, 





Wasserstofl Anodische 


zahl Wanderung 
3.73 “ 
3.85 a 
4.0] “ 
4.09 fa] 
4.61 “ 


13. November 1931. 
durch Erhitzen auf 100 


Lubs). EiweiB: O.O11L® 


Kathod he Wasserst 
Wanderung zahl 





4.79 
4.88 
4.44 
5.45 


=. 5.95 





Tabelle I]. 


® denaturiert. 0.012 n 


. Traubenzucker : 2.9‘ 


off- Anodische 
Wanderung 


| Phthalat puffer | 
iPhosphat puffer | 
220 Volt. 18,5°. 


Kathodische 
Wanderuns 


Bence-J ones-EiweiB. zweirnal mit Ammonsulfat gefallt, 


(Clark und 


2? Stunden, 





Wasserstoff- Anedische Kathodische Wasserstott Anodische 
zahl Wanderung Wanderung zahl Wanderung 
4.43* i 6.13" 
4.78 * "7 (4. 6.36 
4.85 * “7 (+4.)%* + 6.62 *** 
5,29* | (+) 6,78 *** 
5,41 * te ( ) 


* Phthalatpuffer 
** Hauchartige Triibung nach mehreren Stunde 
*** Phosphatpuffer 





Kathodische 
Wanderung 
“ 

‘7 
“ 

“7 
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Tabelle Il. 





Uberfiihrungsversuche mit durch Erhitzen denaturiertem Bence-./ 
Protein. 





Zone nicht 
Eiweil- Zucker- ne nich 


ws eindeutiger Mitt 
Datum jie konzentration konzentration ~ pment ga — 
1931 0'5 PH Pi 
24. Vil Ammonsulfat 0,069 2.5 4,94 ) 
2mal 
13. XI. Ammonsulfat 0,011 2,9 4.85 
2 mal 


Wie die Tabelle zeigt, erleidet das Bence-Jones-Protein |x 





Erhitzen eine tiefgreifende Veranderung seines chemischen Aufbaues 
die sich in einer Verschiebung des isoelektrischen Punktes nac! 
der sauren Seite hin (von py = 6,70 nach 4,90) auBert. Es muB wen 





wir bei der Deutung der geltenden Anschauung folgen, eine erheblicly 7.1 
Zahl freier Aminogruppen verschwinden. rT 
Fiir das Ziel unserer Untersuchung war es wesentlich, zu wissen 08 
ob verschiedene Eingriffe von denaturierender Wirkung den gleiche: — 
Effekt, gemessen an der Lage des isoelektrischen Punktes, hervor Va 
bringen. 
Daher wurden entsprechende Versuche mit dem gleichen durch 4 
Alkohol denaturierten EiweiBpraparat angestellt. 5 
° . ° » . : 5 
In die wiasserige Lésung wurden 2 Volumteile absoluten Alkohols 
unter standigem NSchiitteln langsam eingetragen, wobei bei der gewahlten 
EiweiBkonzentration eine milchige Triibung (keine Flockung) eintrat F 
Durch die Lésung wurde dann bei stark erniedrigtem Druck so lange Luft F 
durchgesaugt, bis der Alkohol so gut wie vd6llig ausgetrieben war. Es 
zeigte sich das durch das Wiederauftreten von Schaum wahrend des 
Durchsaugens an, der bei Anwesenheit des die Oberflachenspannung e1 
niedrigenden Alkohols fehlte. Das spezifische Gewicht der Lésung lay 
dann um 1,000. Das Austreiben des Alkohols dauerte in der Reve! elel 
48 Stunden. ist 
Das so gewonnene Priiparat wurde zum Versuch angesetzt, nachdem elek 
es durch Ersatz des verdunsteten Wassers auf das urspriingliche Volumen in J 
der wiisserigen Lésung gebracht war. ring 
, t 
Die Tabellen IV und V erscheinen zunachst durchaus unibe: 
sichtlich und in keiner Weise zu Schliissen geeignet. lhre Deutung oor 
ergibt sich jedoch zwanglos, wenn beriicksichtigt wird, daB der is: vek 
elektrische Punkt des denaturierten EiweiBes bei px 4.90, der cd ben 


. 


. . . . 2» . oe . » 
genuinen EiweiBes bei px = 6,70 liegt. Auf der sauren Seite des is: Pr 








ren 
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Tabelle IV. 


ovember 1931. Bence-Jones-Eiwei®B, zweimal mit Ammonsulfat gefallt, 
| Phthalatpuffer | 
| Phosphat puffer | 
EiweiB: O,O11°.. Traubenzucker: 8.8°,,. 220 Volt 19 bis 20°. 


2 Stunden 


h Alkoholzusatz denaturiert. 0,012 n (Clark und 





serstoff- Anodische Kathodische Wasserstofl Anodische Kathodische 
zahl Wanderung Wanderung zahl Wanderung Wanderung 
$64 * "7 5.73 

4,70* “ 6,19 ** 

4.89 * “ 6.52 ** } “W 
5,09 * | 6.82 ** “ 

5,52 * @] { (,14* “ 





Phthalat putter 
Phosphat puffer 


Tabelle | 


Dezember 1931. Bence-Jones-EiweiB, mit Ammonsulfat gefallt, durch 
| Phthalatpuffer | 


\lko me tert. 0,006 . 
hol denaturiert in) Phosphat puffer | 


(Clark und Lubs). EiweiB®: 





L081°.. Traubenzucker: 9,09°,. 220 Volt. 18.5 bis 19°. 2 Stunden. 

asserstoff Anodisehe Kathodische Wasserstoft Anodische Kathodische 
zahl Wanderung Wanderung zahl Wanderung Wanderung 

4, 90* “ i 6§.22* | 4 
5,36 * 4 } 6.36 * 
5,53 * (+) { 6.60 * ) 
5.72* + 6,75 ** “ 
5.99 * { “” 6.99 ** 4 ” 
6,10** } 7,16 ** H “ 





* Phthalatpuffer 
* Phosphatpuffer 


elektrischen Punktes des denaturierten EiweiBes unterhalb pq = 4,89 
ist die Wanderung einsinnig, ebenso auf der alkalischen Seite des iso- 
elektrischen Punktes des genuinen EiweiBes oberhalb pu 6,70 (und 
in nachster Nahe dieses Punktes auf der sauren Seite, weil bei der ge- 
ringen EiweiBkonzentration und dem groben Dissoziationsrest des 
genuinen EiweiBes in diesem Bezirk das anodisch transportierte Eiweil 
bereits unterhalb der Nachweisgrenze liegt). Dazwischen ist die Kon- 
vektion beidseitig als Ausdruck der Tatsache, daB hier ein Gemisch 


beider EiweiBe, des denaturierten und des genuinen Bence-Jones- 


Proteins, vorliegt. Die Tabellen sind also dahin zu deuten, daB das 
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Denaturierungsprodukt, das unter Alkoholeinwirkung entsteht 
durch die Lage des isoelektrischen Punktes jedenfalls nicht nachw: 
von dem durch Erhitzen auf 100° erzielten Praparat unterscly 
Die Alkoholdenaturierung ist jedoch unter den  Beobacht 
bedingungen unvollstindig, so daB im Gegensatz zum Verhalt 
erhitzten Praparats genuines EiweiB in Lésung zuriickbleibt. | 
durchaus wahrscheinlich, daB die Denaturierung bei langerer Aj] 
einwirkung oder gréBerer Alkoholkonzentration zu Ende v« 
Von darauf gerichteten Versuchen wurde zur Vermeidung eine: 


flockung abgesehen. 


Es durfte nach diesen Ergebnissen angenommen werden, da 


Denaturierungsmethode — Erhitzen, Alkohol, Ammonsulfat, spont 
Denaturierung in Losung -- fiir die physikalisch-chemische Natw 


entstehenden Produktes nicht ausschlaggebend ist. 


Von diesem Gesichtspunkt aus wurde die Analyse der spontan by 


der Dialyse entstehenden Niederschlige des mit Ammonsulfat gefiillte: 


Bence-Jones-EiweiBes unternommen. 


Die Niederschlige wurden nach Filtration des Dialysats auf d 
Filter mehrfach mit Wasser gewaschen, um genuines EiweiB. soweit 


moglich, zu entfernen. Sie wurden dann mit Wasser in Lésung gebracht 


Ihre Léslichkeit ist sehr gering; das ergibt sich bereits aus den Protoko 
der Versuche mit experimentell denaturiertem EiweiB, in denen die erzie|t 
Konzentrationen im Vergleich mit dem genuinen Praparat niedrig li 


Es folgen zuniachst Versuche mit dem Filterriickstand bei de: 


Dialyse der ersten Umfallung. 


Tabelle VI. 


9, November 1931. Bence-Jone :-Fiweif®, Filterriickstand der ersten Dial 
| Phthalatpuff 
| Phosphat putt: 
(Clark und Lubs). Eiwei®: 0,040°,. Traubenzucker: 2,9°,,. 220 Volt. 

2 Stunden. 


mehirfach in Wasser gewaschen und gelést. 0,012 n 





Wasserstoft Anodische Kathodische Wasserstoff- Anodische Kathodis 
zahl Wanderung Wanderung zahl Wanderung Wander 
4,02 * “W Es 5.10* n ” 
4,15* “ i 5.74 “ 
4,49* “ a}. 5,92 *** t A — | 
4,50* + a—(+)** 1] 642**4 0 
4,87 * oo @—(+)** oon" ** t o 





* Phthalatpuffer. 
** Hauchartige Triibung nach mehreren Stunden 
*** Phosphatpuffer. 





mel 


Cl 
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Tabelle | 1]. 


November 1931. Bence-J ones-EiweiB, Filterruckstand der ersten Dialyse, 

| Phthalatpuffer | 

| Phosphatpuffer | 

| Lubs). Eiwei®: 0,084°,. Traubenzucker: 2.9°,,. 220 Volt. 19 bis 19,5°. 
2 Stunden. 


hrfach in Wasser gewaschen und gelést. 0,012 n (Clark 





sserstoff- Anodische Kathodische Wasserstoft- Anodische Kathodisehe 
zahl Wanderung Wanderung zahl Wanderung Wanderung 
4.377 “ + 6,27 ** t CT) 
4.55 ” 4 6,32 * “ 
4.71* " 6.71 ** | “7 
5.93 ** + ] 6.95 4 " 


* Phthalatpuffer 

* Phosphatpuffer 

Versuche mit den Filterriickstiinden der zweiten Dialyse schlieBen 
eh an. 


Tabelle VIII. 


11. November 1931. Bence-J ones-EiweiB, F ilterriickstand der zweiten Dialyse, 

|Phthalatpuffer | 

* |\Phosphat puffer | 

Clark und Lubs). FEjiweiB: 0.009°,,.. Traubenzucker: 2,9°,. 220 Volt. 20°. 
2 Stunden. 


mehrfach in Wasser gewaschen und geldst. 0,0121 





Wasserstoff- Anodische Kathodische Wasserstoft- Anodische Kathodische 
zahl Wanderung Wanderung zahl Wanderung Wanderung 
4.60 “ 4 6,13 0 (+)*** | @ (+-) ** 
4.80 “7 i 6,33 ** + “ 
4.89* 4 — (+)**3 j 6.63 ++ 0 
5.137% 4 ( ) #*# + 6.76 ** “4 
5,27 9 —- (+) *** 6.97 -: é 
6,04 ** fe) 4 





* Phthalatpuffer. 
** Phosphatpuffer. 
*** Hauchartige Triibung nach mehreren Stunden 


Tabelle IX 
16. November 1931. Bence-J ones-EiweiB. Filterriickstand der zweiten Dialyse, 
| Phthalatpuffer | 
|Phosphat puffer 
Clark und Lubs). EiweiB: nicht bestimmt. Traubenzucker: 2,9°,,. 220 Volt. 
18°. 2 Stunden 


mehrfach in Wasser gewaschen und gelést. 0,012 n 





Wasserstoff- Anodische Kathodische Wasserstoftt Anodiseche Kathodische 
zahl Wanderung Wanderung zahl Wanderung Wanderung 
4.41 “7 + 6,18 (+) 
5.02 (+) 4 6,48 
5,17* (+) em 6.65 * 7 7 
5.49 * (+-) + | 


* Phthalatpuffer 
Phosphatpuffer 
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Das scheinbar untbersichtliche Bild dieser Protokolle entspric 1 \) 
vollig demjenigen bei Versuchen mit dem durch Alkohol denaturie; 
Bence-Jones-Praparat: im sauren Gebiet unterhalb des iscelektrisc| 
Punktes des (durch Kochen) denaturierten Bence-Jones-Prot 
(pu 4,90) einsinnige Wanderung, ebenso im alkalischen Ber vel 
oberhalb und in unmittelbarer Nahe des iscelektrischen Punktes «o. Ch 
genuinen Proteins (px = 6,70); in dem zwischen beiden Punkte 
liegenden Bezirk ist die Wanderung meist beidseitig, in der Tribu 
intensitat verschieden, je nach dem Mengenverhaltnis der Beimischy 
genuinen EiweiBes und der Annaherung an den einen der beiden 
elektrischen Punkte, wodurch der elektrische Transport des betreffen 


Eiweibes abnimmt. puff 
Die Uberfiihrungsversuche sind also deutbar als Ergebnis de: \mn 
Kataphorese in einem Gemisch zweier EiweiBkérper mit den le] 
elektrischen Punkten pu = 4,90 und 6,70. um 
Es handelt sich demnach auch hier wie in den Versuchen 1 
alkoholdenaturiertem Bence-Jones-Protein um eine Beimengung vo keits 
genuinem EiweiB, welches durch mehrfaches Waschen der Flockung les 
des denaturierten Proteins nicht véllig entfernt werden kann. Der ler 


Grenzwert der einsinnigen Wanderung nach der sauren Seite zu lieg 
bei allen vier Versuchen in der Nahe von pp = 4,90; daraus ist i: ler 
Verbindung mit weiter oben mitgeteilten Befunden die Lage des is 
elektrischen Punktes des durch Ammonsulfatfallung und in wasserige 
Lésung bei langerem Stehen auftretenden Fallungsproduktes an gleiche: 
Stelle zu erschlieBen, wie sie fiir das Ergebnis der Denaturierung dure! 
Erhitzen und Alkoholzusatz festgestellt wurde. Es handelt sich dahe: 
bei dem Fallungsprodukt um ein denaturiertes Bence-Jones-Protei: 

Der DenaturierungsprozeB findet wahrend der Umfallung dure! 
Ammonsulfat statt, er vollzieht sich langsamer auch in wasserige 
Lésung und ist die Ursache fiir das mehrfach beobachtete sponta 
Ausfallen des Proteins aus dem Harn. 

Die Tatsache, daB auch die zweite Umfallung des Eiweibkorycr- 
einen der ersten Fallung gleichartigen Niederschlag wahrend der Dialy- 
ausfallen laBt, erweist neben dem Grenzwert der eindeutigen Kata 
phorese nach dem sauren Bereich hin (px 4.9), daB es sich bein 
ersten Niederschlag nicht allein um genuines Serumglobulin hande!: 
kann. Immerhin ist das Mitausfallen von Serumglobulin nicht auszu 
schlieBen. 

Nach diesen Befunden ist es selbstverstandlich, daB sich bei 
elektrischen Kataphorese eines durch Alkoholfallung aus dem Har: 
gewonnenen Bence-Jones-Praparats die gleichen Ergebnisse hera 
stellten — auf die Wiedergabe der Protokolle sei verzichtet wie hi 


der Untersuchung des durch Alkohol denaturierten genuinen Eiweil 
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wr befund — es waren die ersten Versuche mit Bence-Jones- Protein 
en jedoch zunachst véllig undurchsichtig und fand erst spater 
die Analyse des Denaturierungsprozesses seine Klarung. 
Von Fdllungsversuchen mit denaturierten Bence-Jones-Praparaten 
verschiedener Herkunft wurde abgesehen, da der stark opaleszierende 
ikter der Lésung die Feststellung des Stabilitatsminimums weit- 


d erschwert. 


Zusammenfassung. 
Durch Erhitzen entsteht aus dem genuinen Bence-Jones-Protein 
Denaturierungsprodukt, dessen isoelektrischer Punkt in Phthalat- 
ffer bel pu 4,90 liegt. Denaturierung durch Alkohol- und durch 
\mmonsulfatfallung, sowie spontan in wasseriger Lésung fiihren 
r Reihenfolge der Aufzahlung nach mit abnehmender Wirkung 


im gleichen Endprodukt. 
Der Denaturierungsvorgang aéuBert sich zunachst in einer Léslich- 


itsverminderung (gesteigerten Fallbarkeit) bei unveranderter Lage 


A 


‘s isoelektrischen Punktes, bei weitergehender Abwandlung auch in 


ler Verschiebung des isoelektrischen Punktes. 
Dieser Vorgang bedingt das Ausfailen des Eiweibkérpers nach 


ler Harnentleerung. 








Der isoelektrische Punkt des genuinen Fibrinogens |. 
Von 
Fritz Mainzer. 
(Aus der Medizinischen Universitatsklinik Rostock. ) 
(Eingegangen am 19. Januar 1932.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


I. Ausgangspunkt. 

Der isoelektrische Punkt des Fibrinogens ist von verschiedene: 
Fragestellungen aus bearbeitet. ‘Es war die Theorie der Gerinnung, di 
zu einschlagigen Untersuchungen zuerst AnlaB gab. Auch fiir die Theori 
der Senkungsgeschwindigkeit der roten Blutkérperchen gewann div 
Frage Bedeutung, nachdem Fahraeus (1) gezeigt hatte, daB sich div 
Sedimentierung von Erythrocyten in Abhangigkeit von der Natur «i 
KiweiBlésung in Albumin am langsamsten, schneller in Globulin, mit 
gréBter Geschwindigkeit in Fibrinogenlésung abspielt. Daher hatt 
Mond (2) fiir das Fibrinogen einen isoelektrischen Punkt erwartet 
welcher dem Neutralpunkt naher liegt als beim Serumalbumi) 
(px = 4,8) und Serumglobulin (py = 5,4). 


Im Rahmen dieser Er6érterungen sind bereits eine groBe Zahl! \ 
Bestimmungen des isoelektrischen Punktes vorgenommen worden, der 
Ergebnisse bis zum Jahre i929 von Wohlisch (3) zusammenzefaBt 
Die Resultate sind iiberaus widerspruchsvoll. Der isoelektrische Punt 
des Fibrinogens wurde von den verschiedenen Autoren zwischen px +4 
und 8,00 an ganz verschiedenen Punkten gefunden. Vielfach ist es schwe1 
zu diesen Untersuchungen Stellung zu nehmen. Es fehlen zum Teil Angabe1 
die fiir die Beurteilung bedeutungsvoll sind, wie iiber EiweiBkonzentratio: 
Salzgehalt, Art und Konzentration des verwandten Puffers; die elekt: 
metrische Kontrolle der Wasserstoffzahlen ist vielfach unterblieben, wu: 
es finden sich an ihrer Stelle in den Protokollen die ,,Sollwerte*’ det 
verdiinnten Pufferldsungen. Auch Einwande gegen die Darstellungsw: 
des Fibrinogens sind gelegentlich méglich. Von der Vielgestaltigkeit 
bisherigen Befunde gibt Tabelle I ein Bild. 

Aus der Tabelle scheint hervorzugehen, da8 das Stabilitaétsminimn 
des Fibrinogens in kochsalzfreier L6sung bei geringen Pufferkonzentratione! 
zwischen pH = 4,7 und 4,9 liegt (Funck, Woéhlisch, Quagliariello, Hartl 
Starlinger); in gleicher Lage fanden Farkas und Groak ein Maximun 
Kochsalzlésungen héherer Konzentrationen. Andere Untersucher find 
in Ubereinstimmung mit entsprechenden Befunden bei sonstigen Eiw: 
kérpern bei Anwesenheit von Kochsalz (in annahernd .,physiologisch 


! Mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen Wissensc} 
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‘onzentrationen) das Flockungsmaximum im staérker sauren Gebiet um 
nH = 4,5 (Howell, Wé6hlisch und Schloss). Neben diesen Befunden, die 
zum Teil unter hypothetischer Ergainzung fehlender Angaben) auf einen 
Hauptnenner zu bringen sind, bleibt noch eine Anzahl véllig abweichender 
kirgebnisse, selbst dann, wenn nur’ Flockungsversuche | beriicksichtigt 
werden. Die wenigen Kataphoreseversuche vollends sind, soweit sie im 
Original eingesehen werden konnten (siehe Tabelle 1), aus den weiter oben 
ingegebenen Griinden wenig schliissig. 

Bei dieser Sachlage erschien die Frage nach dem isoelektrischen 
Punkte des Fibrinogens noch nicht vollig gelést, wenn sie unter 
den Gesichtspunkten gestellt wurde, die sich in den vorstehenden 
Untersuchungen uber Bence-Jones-Protein als wesentlich ergeben 
hatten [Mainzer (4)]. Danach durfte die Identitaét des Stabilitats- 
minimums und des Punktes fehlender elektrischer Kataphorese als 
Konsequenz der Theorie des idealen Ampholyten auch in gepufferten 
Losungen a priori nicht vorausgesetzt werden. In diesem Zusammen- 
hang war ferner das entsprechende Verhalten in starken Sauren 
und Basen aufklarungsbediirftig, woriiber Untersuchungen noch nicht 
vorliegen. Dabei verdiente nicht nur die Neutralsalzkonzentration, 
bei der die Versuche angestellt wurden, in Konsequenz ihres wohl- 
bekannten Einflusses besondere Beachtung (Kochsalz), die in einem 
Teile der vorliegenden Versuche beriicksichtigt worden ist, sondern 
auch die EiweiBkonzentration. 

Die Vernachlassigung eines etwaigen Einflusses der Eiweif- 
konzentration, die in einem Teile der vorliegenden Untersuchungen 
zutage tritt, leitet sich aus der Theorie des idealen Ampholyten her, 
wonach das iscelektrische Verhalten eines solchen Kérpers von seine: 
Konzentration unabhangig ist. Nachdem sich aber am Beispiel des 
Bence-Jones-Proteins gezeigt hatte, daB diese Erwartung auch in 
gepufferter Lésung nicht immer zu Recht besteht, war gerade auch bei 
dem Fibrinogen als einem Globulinkérper, dessen physikalisch-chemi- 
sches Verhalten bekanntermaBen durch die Anwesenheit von Neutral 
salzen entscheidend beeinfluBt wird, das Verhaltnis EiweiB Neutralsalz 
in Riicksicht zu ziehen. 

Nicht jedoch die physikalisch-chemische Problematik der vor- 
liegenden Ergebnisse in den bezeichneten Richtungen und_ ihre 
teilweise einander widersprechenden Angaben waren es, die auf die 
Untersuchung des Fibrinogens hinlenkten. Den AnstoB zur Bearbeit ung 
der Frage bot vielmehr die Vermutung einer Verwandtschaft zwischen 
Bence-Jones-Protein und Fibrinogen, die durch biologische und physi 
kalisch-chemische Erwagungen nahegelegt wurde 


Fir das Fibrinogen ist von einer Minderzahl der das Thema be- 
arbeitenden Autoren [Miiller (5), Morawitz und Rehn (6)| eine Ent 
stehung im Knochenmark angenommen worden. Fiir das Bence-Jones- 
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Bisherige Befunde tiber den isoel 
Herkunft 
, . : . des Darstellungs- Methode der 
Nr. Jahr Autor Publikationsort Fibrin- strut “gate eps 
ogens 
1 1917 Resch Diese Zeitschr. Pferd Herzfeld u Kataphores: 
¢8, 297 Klinger 
2 1921 Funck Diese Zeitschr. Pterd Hammarsten KF loeckung 
124, 148 
3 1921 Stuber u. Diese Zeitschr.  Pferd ? Hammarsten Kataphorese 
bis Func k 126. 142 > 
1922 
4 1923 Kugel-  Arch.internat.de keine Hammarsten Flockung 
MASS Physiol. 21, 129 Angaben (modifiziert nach 
Nolfu. Summer, 
Daleu. Walpole) 
5 1924 Wohlisch Zeitschr. Pferd, Hammarsten ; lh lockung 
f. exper. Med. Rind, Herzfeld u. 
40, 137 Mensch Klinge) 
6 1925 Howell Proc. Inst. Med Flockung 
Chicago, 
Jahrg. 1925 
7 1925 Quaglia- Arch. di Science Floeckung 
riello Biol. Ss, 35 
8 1925 Rabino- Rey. Soc. of 
vich Argent. Biol. 
1, 499 
9 1926 Rossier Arch. of Phys hataphorese 
Biol. 5, 212 
' | 
10 }1927 Nordbi Diese Zeitschr. Pterd Hammarsten elektro- 
190, 159 Mensch metrische ( 
Titration 
11 1927 de Waele Ann. de Physiol. Kataphorese ; 
3, 94 Alkohol- 
flockung 
12 1927 Wohlisch Zeitschr. f. Biol Pterd Hanmarsten Flockung 
u. Schloss 85, 542 
13 1928 Hartl u.  Zeitschr. f. d Mensch Flockung UA 
Starlinger ges. exper. Med. 0.07 
60, 289 
14 1929 Farkasu. Zeitschr. f. d. Mensch Hammarsten Flockung 1 | 
Groak — ges. exper. Med. 
66, 596 
15 19380 Florkin J. of biol. Chem. Pferd drei eigene Loslichkeits- 


87, 629 


versuche 


Methoden (nach 
Heubner) 








hsalz 


5,0 
SD - 


itral- 


rel (il 


gelos 


‘hsalz 
s 5% 
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: + ces Fibrinogens. 
Puffer 
Pufferart konzen : Ergebnis Bemerkunge 
on tration der Bestimmung 
2% Phi sphat keine keine Kataph rese Versuch des Fibrinoger 
wl ses dure} 
Angaben rite ated tur 
Grerinnung 
ilz \cetat- n SO Flockung von py 4bis9 Keine elektrometrisehe 
essigsaure Maximum bei py 4.7 Kontrolle 
e] Acetat n LOO Inditterenzpunkt bel Keine elektrometrische 
~ Kontrolle. Nachweis 
essigsaure twa 4 20 ‘ - 
” otwa Pa ‘ des Fibrinogens durct 
Sulfosalicylsdure 
el keine keine Indifferenzpunkt bei Keine Angabe ber 
Angaben Angaben Pu 8.0 elektrometrische 
, Kontrolle 
selnd Acetat- n 110 hFlockungsmaximum Dus zweite Maximun 
? . - wird auf denaturiertes 
aue essigsaure 
. PH 47 Eiweif bezogen 
aben) zweites Maximum Elektrometrische 


Acetat- 
essigsaure 


Avcetat- 


essigsaure 


6.3 


Pu 


Maximum py 


44 


n 100 Maximum py 4.9 


5.86 bis 6.2 


Pu 





im genuinen Plasma 


in starker 
Saure und 
Lauge 


hsalz Kissigsaure 

85% (ohne Acetat) 
4 itral- Acetat- 
O.07 trel (in essigsaure 


gel st) 


hsalz a) Citrat- 
35% phosphat 
b) Acetat- 
essigsaure 





Pu S.1) 
Pu 5.5 
in starker Pu 6.9 


Saure und 
Lauge 
n LOOO 
n 47 


O09 n 


44 


Maximum py 


Maximum py 4.81 


0,09 Maximum 
O.1 n ] Pu 4.6 bis 5.0 
ll. py 5.6 bis 5.8 
im sauren Bereich 


Kontrolle 
Im Original nicht ¢ 


veseher 


Im Original nicht eit 
Ref. R 


gesehetr 

86, 649 
Im Oh iginal 

gesehen 


Ro. RO 


nicht ¢ 


Ref. R. Ber 


Im Original nicht eir 
Ref. R. Ber 


veseher 


#2, 102 


iert mit n/b0 HO] 
hinhvdronelektrode 


Im Ori al 
gesehen 


41, 221 





Elektrometrische 


Kontrolle 
Pufferlésung vor Ansatz 
ler Reihe  elektr 
metrisch kontrolliert 


Elektrometrische 
Kontrolle In Ph 
phat - Citrat - Puffer 


Fallungsmaximun 


PH 


t8 bis 4,1 
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Protein wird die gleiche Vermutung nahegelegt durch die Feststellung 
daB dieser Korper fast nur bei Zellwucherung im Knochenmark, i: 
erster Reihe beim multiplen Myelom, in erheblicher Menge im Har) 
auftritt. 

In physikalisch-chemischer Hinsicht war es vor allem die Ahnilic| 
keit im Verhalten gegeniiber Hitzeeinwirkung (Koagulationstemperatu 
und Neutralsalzen bei Fibrinogen und Bence-Jones-Protein, welch 
auf gleiche Gedankenginge hinwies, zumal gerade diese Verhaltniss 
es unmdéglich machten, die beiden EiweiBkérper im Plasma neben 
einander quantitativ zu bestimmen. 

In der Analyse des iscelektrischen Verhaltens dieser Proteins 
durften daher Argumente fiir oder gegen die Annahme ihrer genetische: 
Verwandtschaft gesucht werden. 


Il. Methode. 


Die Versuchsanordnung entsprach im ganzen dem Vorgehen, wie es bei 
der Untersuchung des Bence-J ones-Proteins (erste Mitteilung) getibt wurck 

Das Fibrinogen wurde durch Faéllung mit gesattigter Kochsalzlésung 
nach Hammarsten aus menschlichem Oxalatplasma gewonnen. 0,2 
Natriumoxalatzusatz. Fiinfstiindiges Stehen des Blutes vor Abtrennung 
des Plasmas durch Zentrifugieren. Unmittelbar nach der Faéllung wurck 
der abzentrifugierte Niederschlag in physiologischer Kochsalzlésung aut 
genommen (halbes Volumen der urspriinglichen Plasmamenge). 

Durch Unterteilung des Gesamtvolumens der Lésung zur Fallung und 
Zentrifugierung konnte die Zeit zwischen Fallung und Wiederlésung aut 
rund 5 Minuten beschrinkt werden. Zweimalige Umfallung in gleiche1 
Weise. Dem letzten Niederschlag wurde jedoch nur soviel physiologische 
Kochsalzlésung zugegeben, als zur schnellen und vollstaéndigen Lésung 
erforderlich war. Im ganzen kam Fibrinogen von 14 verschiedenen Indi 
viduen zur Verwendung. Nachdem sich in einer Reihe von Fallungs- und 
Uberfiihrungsversuchen Unterschiede im physikalisch-chemischen Ver 
halten der einzelnen Fibrinogene verschiedener Herkunft (bei stets gleicher 
Verarbeitung nach Hammarsten) nicht herausgestellt hatten, wurde ein 
Gemisch der verschiedenen EiweiBlésungen verwandt. Als Pufferlésungen 
dienten die Gemische von Clark (8) und Lubs. 

Die Uberfiihrungsversuche wurden nach den Angaben von Michaelis (7 
ausgefiihrt. Die Uberfiihrungsdauer betrug 2 Stunden unter Vorlegung 
eines Stromes von 220 Volt. Einzelheiten sind aus den Protokollen er 
sichtlich. Alle Wasserstoffzahlen wurden nach VersuchsabschluB in det 
Mittelfliissigkeit des Uberfiihrungsapparates elektrometrisch kontrolliert. 
[Potentiometer (,,Mikroionometer‘‘) von Lautenschldger; Gaskette mit 
str6mendem Wasserstoff. Elektroden nach Wulff-Kordatzki; Doppel 
messungen unter Verwendung verschiedener Elektroden. Bezugselement : 
Gesattigte Kalomelelektrode. } Die EiweiBkonzentration wurde durch 


Mikrostickstoffanalyse nach Pregl (9) Nichteiwei8stickstoff war nur in 
zu vernachlassigender Menge vorhanden ermittelt. Zur Umrechnung 


in Eiwei8B wurden die erhaltenen Stickstoffwerte mit 6,25 multipliziert 
Die Chloride wurden nach EnteiweiBen durch Kochen und nach- 
folgender Filtration titrimetrisch nach dem Prinzip von Mohr bestimmt 
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e Mikromethode). Eine Bezugnahme auf den Kochsalzgehalt der zur 
tellung der Lésung dienenden Fliissigkeit, wie sie in einem Teil der 
genden Versuche anscheinend geiibt wurde, geniigt nicht, weil det 
nogenniederschlag nach der Fallung stets mehr oder minder grobe 
isalzmengen enthaélt, so daf der endgiiltige Kochsalzgehalt je nach 
EiweiBkonzentration in uniibersehbarer Weise den erwarteten Wert 
steigt (Wd6hlisch). 

Alle Angaben der Protokolle tiber Konzentrationen beziehen sich auf 
fertige Versuchsgemisch. 

Der Nachweis der Kataphorese erfolgte durch Priifung der Seitenfliissig 
ten der Michaelisschen Apparatur auf Eiwei8 mittels Sulfosalicylsaéure. 
en diese Methode kénnte als Redenken vorgebracht werden, daB es sich 

um eine unspezifische Reaktion handele, die bei der Darstellungsweise 

Fibrinogens ebensogut auf das ungerinnbare sogenannte Fibringlobulin 
ogen werden kénne. Der Nachweis des Fibrinogens sei nur durch Eintritt 
Gerinnung im fibrinoplastischen System (Kalksalz, Thrombin) zwingend. 

Hierzu ist zu bemerken, da8 das Fibrinoglobulin ein nur in geringste! 
Menge vorhandener Eiwei®ko6rper ist, dessen Verhalten sich in physikalisch 
hemischer Hinsicht (gerade auch bei der elektrischen Kataphorese) 

n dem des Fibrinogens nicht nachweisbar  unterscheidet. Eine 
isreichende Abtrennung ist daher kaum mdglich. ler Nachweis des 
Fibrinogens im gerinnenden System ist aber der Probe mit Sulfosalicey! 
-iure an Empfindlichkeit so unterlegen, daB sie mit dieser gar nicht in 
ernstliche Konkurrenz treten kann. 

Die Berechnung des isoelektrischen Punktes erfolgte wie friiher (siehe 
soelektrischer Punkt des Bence-Jones-Proteins, erste Mitteilung) ent 
-prechend der Michaelisschen Argumentation als arithmetisches Mittel 
ler Wasserstoffzahlen, welche die Zone nicht eindeutiger elektrischet 
Kataphorese begrenzen. Ob es sich bei dieser Zone um eine sachliche Ge 
vebenheit handelt, deren fiktives Zentrum der isoelektrische Punkt ist, 
der um einen Effekt der Methode, derart. daB dem isoelektrischen Punkt 
Realitat zukame [Pauli (10), Tiselius (11)), darf fiir diese Berechnung 
inentschieden bleiben. 


Ill. Ergebnisse. 


a) Uberfiihrungsversuche mit genuinem Fibrinogen in Puffer- 
l6osung. 


Tabelle II. 


28. Juli 1931. Menschliches Fibrinogen. 0,005 n Phthalatpuffer (Clark und 
Lubs). EiweiB: 0,08°.,, Kochsalz: 1,01 °,,, EiweiB /Kochsalz: 0,08, Trauben- 
zucker: 2,5°,,. 220 Volt. 21°. 2 Stunden. 





Wasserstoff- Anodische Kathodische Wasserstoff- Anodische Kathodische 
zahl Wanderung Wanderung zahl Wanderung Wanderung 
3.39 "W =" 5.56 " “4 
4.58 “ L 5.69 { “7 
4.76 “ -+ 58D + “7 
4.84 (+) “ 5,91 + “ 

5,17 (+-) “ 6.19 es 4” 
5.34 4 " 
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Tabelle 111. 


7. Dezember 1931. Menschliches Fibrinogen. 0,005 n Phthalat puffer 
und Lubs). EiweiB: 0,097°., Kochsalz: 0,85°,, EiweiB/Kochsalz 





Traubenzucker: 2,4°,. 220 Volt. 18,5 bis 19,5. 2 Stunden 
Wasserstoftf- Anodische Kathodische Wasserstoff Anodische kK 

zahl Wanderung Wanderung zahl Wanderung War 

4.56 “” } 5.33 { =f.) ( 

4.75 } 5.36 

4.8] ( ) 4 5.57 

4.97 ; : 5.SS 





Tabelle IV. 


Uberfiihrungsversuche mit genuinem menschlichen Fibrinogen in Pht} 





puffer. 
: . lrauben- 
Kiweib- Kochsalz- Puttfer- hen ta Zone nicht 
Datum konzen- konzen- Eiweil konzen- konzen- @indeutiger Mitt 
tration tration Kochsalz tration tration Konvektion 
1931 Ho n 0 PH Pp 
IS VII. 0.08 1.01 0.08 0,005 2,5 4.84-5.56 y 
(411. 0.097 0,85 O11 0,005 2.4 4.81—5,33 5 


b) Uberfithrungsversuch mit genuinem Fibrinogen in un, 


pufferter Loésung. 


Die KiweiBl6sung wurde mit abgestuften Mengen n/50 HCl bzw. Na QO t{ 
(in physiologischer NaCl-L6sung) versetzt, nachdem vorher soviel physi: 
gische Kochsalzlésung zugegeben war, daB sich tiberall das gleiche FE: 
volumen ergab. 


Tabelle V. 
8. Dezember 1931. Menschhches Fibrinogen. Kochsalz: 0.85°,.. Eiw: 


0,07", Eiwei3 /Kochsalz: 0,08, Traubenzucker: 2,9°,,. 220 Volt. 19 bis 2 
2 Stunden. 





Bezeichnung Konzentration Wasserstoft Anodische Kathodis 
- n 100 zahl Wanderung Wander 
Salvsaure. . . Bibs 0,028 4,52 " 
0.014 4.86 “ “ 
Ohne Zusatz a his ; 6,13 " W 
Natronlauge . 0,007 6.61 7 
0,028 7.30 4 ”W 


Daraus: Zone nicht eindeutiger Konvektion: pu: 4.86 bis 6.13 
Mittel: 5.43. 


Der Indifferenzpunkt des menschlichen Fibrinogens liegt also i: 
Kataphoreseversuch in gepufferter Loésung (Phthalatpuffer) — be 


Lu 
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5,15, was mit dem Ergebnis von Stuber und Funck in Acetat 
er (Einzelbestimmung) im Einklang steht. 


In ungepufferter Losung finden wir den Wert bei pu 5,43. Mier 
ehen jedoch besondere methodische Schwierigkeiten; die Kinstellung 
Potentials bei der elektrometrischen Messung in ungepufferter eiweib 
tiger LOsung erfolgt langsam und schlecht: es finden sich erhebliche Ab 
weichungen zwischen den Wasserstoffzahlen der eiweiBhaltigen Mittel 
sigkeit und der eiweiBfreien Seitenfliissigkeiten der Uberfiihrungs 
paratur, die sich wahrend des notwendigen langdauernden Stromdurch 
ges in nicht tibersehbarer Weise andern kénnen. Unter diesen Um 
nden scheint die Differenz von Ips 0,28 in der Lage des isoelektrischen 
Punktes, welche in gepufferter Losung schliissig ware, fiir sich allein nicht 
t Sicherheit im Sinne einer systematischen Abweichung verwertbar 


Kallungsversuche mit genuinem Fibrinogen in gepuffertet 


Léosung 


Die Fallungsreihen wurden nach den Angaben von Wichaelis (7) mit 
ien Puffern von Clark und Lubs (8) angesetzt. Stets wurde die Pufferlésung 

der EiweiBlésung gegeben. niemals umgekehrt, so daB die angegebene 
Pufferkonzentration zu keiner Zeit des Versuchs tiberschritten wurde 
ie Pufferkonzentration wurde in allen Versuchen so niedrig gehalten, daB 

gegeniiber dem Kochsalzgehalt fiir die Beurteilung des Neutralsalz 
nflusses vernachlassigt werden konnte. Die ..Bezeichnung* der Protokolle 
ezieht sich auf den Anteil der Stammlésungen nach Clark und Lubs an 
00 cem der gebrauchsfertigen Pufferlésung. Wo Alkoholzusatz notwendig 
var, wurde die Gesamtmenge in fraktionierten Einzeldosen von 0,05 cem 
ius einer Burette zugegeben. um den Zeitfaktor fiir den Vergleich det 
lriibungsintensitat soweit wie méglich auszuschalten. 


Die angegebenen Konzentrationen beziehen sich auf die fertigen 
Versuchsreihen, die gemessenen Wasserstoffzahlen jedoch aut die Messung 
vor Alkoholzusatz. 

Tabelle V1 


27. Juli 1931. Menschliches Fibrinogen. 0,016n Phthalatpuffer (Clark und 
Lubs). Eiwei®B: 0,185°.,, Kochsalz: 0,.30° .*, EiweiB/Kochsalz: 0,62. 23°. 





Bezeichnung rribungsgrad Wasserstofl Bassichuenc Triibungsgrad Wasse rst ro 
nach 5 Min zahl nach 5 Min zahl 
203/50 * “ 3,42 50/ 7.5 oe 4.40 
14,7/50* } 50/122 +--+ 
9,9/50 ** 1. 4 50/17.7 
6.0/50 * } n 5023.9 *** 
2,6/50* +-+-+-+ 4.15 530.0% 
51/0,4 *** +++4 4.19 50 35.5 ** “1 5.29 
50/3,7 *** ooh + of 





* Fibrinogenniedersehlag in Wasser gelist 
** Phthalat-H Cl-Puffer. 
*** Phthalat-NaO H-Puffer 





27. Juli 1931. 
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Tabelle VII. 


Menschliches Fibrinogen. 0,0083 n Phthalatpuffer (Clar/ 





Lubs). EiweiB: 0,18°,, Kochsalz: 0,89°,, EiweiB/Kochsalz: 0,20 
Bezeicl . lriibungsgrad Wasserstoff- Jezeic o Triibungsgrad Wasse1 
sa nach 5 Min zahl Bescichnung nach 5 Min zal 
20,3/50 * “ 3.79 50/ 3,7 ** } 4 + 4.39 
14,7/50 * + 59/ 7,5 ** {tt 4 4.52 
9.9/50 * + 50/12,2 ** $+ + + 
6,0/50 * +++ 50/17.7 ** n 
26/50 * “eh 50/23,9 * | 
50/0.4 ** pp pe it 4.34 50.30 ” 9.19 


* Phthalat-H Cl-Puffer - 





Phthalat-Na O H-Puffer 


TabelleVIII. Stabilitaétsminimum von menschlichem Fibrinogen in Phtha 


puffer bei hohem Eiwei}-Kochsalzkoeffizienten. 





Pufter- 
konzen- 


Datum tration 


Eiweif- 
konzen- 


Kochsalz- Zone 
konzen- Fiweib der 


ttration tration Kochsalz Instabilitat 
n 0 1 PH 
27. VII. 31a) 0,016 0.185 0,30 0,62 4.13 bis 4,40 
b) 0.0083 O185 0,89 0,20 4.34 bis 4,52 


Es findet sich also das Maximum der Instabilitaét in Lésungen vo. 
EiweiB-Koch: alzkceffizienten 
4,36, was mit dem Wert pu 
und Schloss fiir Pferdefibrinogen, der anscheinend unter ahnliche: 


Bedingungen gewonnen wurde, in guter Ubereinstimmung.§ steht 


0,30 bis 0,89%, 
0,2 bis 0,6 bei pu - 


NaCl 


fiir einen 


(Hier jedoch keine Angabe iiber den Fibrincgengehalt.) 


Daraus geht hervor, dap bei vergleichbarer Versuchsanordnung dé 
Punkt symmetrischer elektrischer Kataphorese und die Zone maximale 
Instabilitdt nicht iibereinstimmen, yyedurch sich ein Teil der Abweichunge: 


der bisherigen Versuchsergebnisse voneinander erklart. 


Es folgen Versuche mit ganz geringer EiweiBkonzentration und 


entsprechend niedrigem EiweiB-Kochsalzkceffizienten. 


Tabelle 1X. 27. Dezember 1931. Menschliches Fibrinogen. 0,020 n Phthalat 
116%, Ez 


puffer (Clark und Lubs). 


EiweiB: 0,048°,, Kochsalz: 


weiB/Kochsalz: 0,04. 18°. 


Mitt 
kk 


Maximu 


PR 


4.27 
4,43 


Vol 


4.46 von W Ghlisc) 





Bezeichnung ribungsgrad 
— s nach 5 Min. 
26,4/50 * “ 
20,3/50 * ” 
14,7/50 * (+) 


9 9/50 * 
6.0.50 * 


oh oe 
ee Se ae 


* Phthalat-HCl-Puffer. ** 





2.6/50 * Lo 

50/ 0.4 ** an 4 

50/ 3,7 ** (+) 
3,47 50/ 7,5 ** W 
3.70 50/12.2 ** “ 


Phthalat-Na O H-Puffer 


W asserstot 


zahl 


3,80 
3,97 
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\bgesehen von dieser Triibung tritt von 2,2 bis 7.8 kein zweites Stabili 
ninimum auf (auch nach Alkoholzusatz; px 6.2 bis 7.8: Phosphatpuffer 
in nach Clark und Lubs). 

Tabe lle a. 


Dezember 1931. Menschliches Fibrinogen. 0,019n Phthalatpuffer (Clark 











J snd) =Lubs). EiweiB: 0,022°., Kochsalz: 0,681°,. Eiwei® /Kochsalz: 
9 0,03, Alkohol: 7,11 Vol.-°... 18° 
eick »  Triibungsgrad Wasserstoff- Jezeichnung rriibungsgrad Wasserstotl 
) ve nach » Min zahl Bensichnan nach 5 Min Zan 
4/50 * “ 5) O4 3.96 
).3/50 * “ 50/ 3,7 +-) 
a 14.7 50 “ 50/122 Gu. 
4.950 * 2.5 3.36 50/17,7 ** “ 
—— §.0/50 * L. «f 3.50 5023.9 “7 
26/50 * 3,74 
. Die endliche Alkoholkonzentration wurde durch tropfenweise Zugabe 
1 on 96° igem Alkohol erzielt. Vor Alkoholzusatz keine Triibung. 
* Phthalat-H Cl-Puffer 
Y, ** Phthalat-NaOH-Putfer 
3 . 
Tabelle XJ. 
Vol Stabilitaétsminimum von menschlichem Fibrinogen in Phthalatpuffer bei 
Vol niedrigem Ejiwei®B-Kochsalzkoeffizienten. 
Wet 
he } Putter- Eiweif- Kochsalz- Alkohol Zone Mittel 
: konzen konzen- konzen- Eiweil konzen der oder 
eht Datum tration tration tration Kochsaiz. tration Instabilitat Maximun 
n 0 ( Vol.- PH Pu 
der 
“st 21. XI. 31 0,02 0.048 1,16 0,04 3,47 bis 3,97 370 
— 22.X11.31 0,019 .0,922 0,681 0,08 7,11 \ 3,36bis3,96 3.62 
rel 
Die Protokolle zeigen, daB die Lage des Stabilitétsminimums nicht 
und ilein von der Salzkonzentration abhangt; mit steigender Neutralsalz- 
konzentration wird bekanntermaBen die Instabilitaétszone nach dem 
sauren Bereich hin verschoben; damit ist das Instabilitétsmaximum 
Liat . ‘ ‘ . e - 
E ceteris paribus eine Funktion des Neutralsalzgehaltes. Handelt es 
sich bei diesem Effekt um eine chemische oder physikochemische 
— Wechselwirkung zwischen EiweiB und Salz, wie es in erster Reihe fin 


die Globuline wahrscheinlich ist, so wird innerhalb gewisser Grenzen 

bei wechselnder EiweiBkonzentration und wechselndem Salzgehalt 
Eiweib 

Neutralsalz 


abhangig erwartet werden diirfen. In diesem Sinne scheinen die Ve: 


die Lage des Stabilitétsminimums als von dem Verhaltnis 


suche deutbar, welche bei etwa gleicher Kochsalzkonzentration, abe: 


geringem EiweiBgehalt der Lésung eine starke Verschiebung des In 
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stabilitatsmaximums nach der sauren Seite hin zeigen. Sch! 
erscheinen daher Angaben tiber die Lage dieser Zone nur, sowei 
eindeutige Angaben tiber Salzkonzentration wie auch EiweiBkonze: 
tion geben, was beim Fibrinogen in den vorliegenden Versuchen 
teilweise der Fall ist. Eine quantitative Analyse dieser Erschei) 
beim Fibrinogen tiberschreitet die Grenze der hier behandelten F; 
stellung 

DaB® die Dinge in der Tat so liegen, zeigt ein weiterer Versuc] 
sehr hoher Kochsalzkonzentration. Die eintretende Verbreiterung 
Tribungs- bzw. Fallungszone erstreckt sich hier nur in ganz gering 
MaBe nach der alkalischen Seite hin und erfolgt fast ausschliefi 
nach dem sauren Bereich hin. 


Tahe lhe aad. 


29. Juli 1931. Mensechliches Fibrinogen. 0,0083 n Phthalatpuffer (Clar/ 
Lubs). KEiweiB: 0.04"... Kochsalz: 4,08°,.. EiweiB/Kochsalz: 0,01. 





hriibungsgrad rriibungsgrad 


5 Wasserstoftz 
nach 5 Minuten nach 2 Stunden _— . 


Bezeichnung 


0.02 n Salzsaure 2,19 
47.7/50 * 
20.5 50 * 
14.7 50 * 
9.950 * intensive 


Tribung 
6§.0/50 grobe 
. . 

\ustlockung 


2.6 50 * 


50 0 


io 





50! 3.7 


50/ 7.5 *? 





Phthalat-H Cl-Putfter ** Phthalat-NaO H-Puffer 


d) Fallungsversuche mit genuinem Fibrinogen in ungepufferte! 
Loésung. 

Zu der EiweiBl6sung wurde zunichst physiologische Kochsalzlésur 
dann n/50 Salzsaure bzw. Natronlauge (in physiologischer Kochsalzlésun, 
statt Wasser angesetzt) in solcher Menge gegeben, daB das Endvolumen 
allen Stufen einer Versuchsreihe das gleiche war. Im tibrigen entspra 
das Vorgehen den Versuchen in gepufferter Lésung. 
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Tabelle XIII 


4 Jezember 1931. Menschliches Fibrinogen. Eiweif}: 0,098 . Kochsalz: 
1.207°,., EiweiB/Kochsalz: 0.08, Alkohol: 2.29 





Konzentration lriibungsgrad 


Jeozeichnung : 
I i n/ 100 nach 5 Minuten 


vure , OSS +) 2, 
0.439 
0.390 
0.342 
0,293 
0,244 
0,195 
0,146 
0.998 
0.049 
0.037 
0,024 
0.012 





siol.-NaCl-Loésung . 
nlauge . : s 0,019 
0,024 
0.049 
0,059 
9S “7 


Vor Alkoholzusatz keine Trubung. 


Tabelle XIV. 


tabilitaétsminimum von genuinem Fibrinogen in ungepufferter Losung. 





Kiweif Kochsalz Alkohol Zone Mitte 
konzen konzen Kiweif konzen der oder 
vatum tration tration Fachenis tration Instabilitat Maximum 

Vol PH Pu 
4. X11. 31 a) 0,998 1,207 0,08 2,29 4.87 
b) 0,098 1,207 0,08 2,29 4.92 


Vor Alkoholzusatz keine Triibung. 


Die Versuche zeigen einen deutlichen EinfluB des Pufferanions, 
wenn sie mit den Ergebnissen in gepufferter Lésung verglichen werden 
Bei einem Kochsalzgehalt der gleichen GiéBenordnung wie in diesen 
Versuchen tritt spontan in ungepufferter Lésung keine Tribung ein; 
wich liegt das Triibungsmaximum deutlich mehr im alkalischen Bereich 

4,90 gegentiber pa = 4,35. 

Durch diesen EinfluB des Pufferanions, dessen Konzentration in 
len bisher in der Literatur niedergelegten Untersuchungen variiert, 
lirften weitere Differenzen der vorliegenden Ergebnisse erklart sein 
Fiir das hier vertolgte Ziel war es indessen nicht wesentlich, dem Einflub 


les Acetations. das bisher ausnahmslos als Puffer verwandt wurde, 
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im besonderen nachzugehen, zumal entscheidende Unterschiede zw 
Phthalat- und Acetatpuffer in den vorliegenden Versuchen 
hervortreten. 

Der Citratphosphatpuffer, wie er von Farkas und Groak \« 
wurde, dirfte bei der bekannten Neigung der Citronensaure, mit | 
Komplexe zu bilden, nicht geeignet sein. Seine Verwendung « 
die Abweichung der Ergebnisse, die sich den Autoren selbst im Very 
mit Versuchen in Acetatpuffer aufdringte. 

Ein entsprechender Effekt des Pufferanions scheint au 
Gegeniiberstellung der Uberfiihrungsversuche im Phthalat puffe: 





in ungepufferter Loésung hervorzutreten. Jedenfalls bilden di 

Fallungsversuchen gewonnenen Erfahrungen ein Argument 

daB auch dort die Differenz gegeniiber den geltend gemachten Bede: 
als effektiv anzusehen ist. ‘ 
In Tabelle XV seien die erhobenen Befunde, soweit sie tabellari 
faBbar, in Ubersicht zusammengestellt. \ 
Ww 
Tabelle XV. vi 
Charakteristik des genuinen menschlichen Fibrinogens in Kochsalz|: . 
Indifferenzpunkt . \ 
der elektrischer Instabilitats " 

Kataphorese Zone 
Px pu 
1! 
Phthalatputfer : 5, L0 4.40 tt 
Ungepufterte Losunc . um 5,50 4.90 } 
Der Vergleich mit d ) fiir das untersuchte Bence-Jones-Eiw 

erhaltenen Werten liefert danach jedenfalls kein Argument fii a 
Verwandtschaft zwischen beiden Proteinen und l4Bt so die Fray : 
unentschieden, welche den Ausgangspunkt der Untersuchungen bildet . 
h 
e) Elektrometrische Titration des Fibrinogens mit starker Sa ' 
Nordbé hat versucht, den isoelektrischen Punkt des Fibrinoge: . 
durch elektrometrische Titration mit Salzséure zu ermitteln. | 
Auf der sauren Seite des isoelektrischen Punktes soll das Eiw: 


entsprechend seiner Funktion als Base Saare binden, auf der alkalisc!. 
Seite als Saiure fungieren. Es soll daher bei der elektrometrisc) 
Titration einer Eiweiblésung im alkalischen Bereich eine starker sa 

im sauren Bereich eine starker alkalische Reaktion herrschen gegen!» 
der Titration einer eiweibfreien Lésung von im tbrigen gleicher 7 
sammensetzung. Der Schnittpunkt der Kurven beider elektrometris« | 
Titrationen soll daher dem isoelektrischen Punkte des Eiweibes 

sprechen. So findet Nordbé den isoelektrischen Punkt des Fibrinog: 


durch Titration mit Salzséure in physiologischer Kochsalzlésuns 
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5,5, was vollig dem Werte entsprechen wiirde, der hier im Uber- 


ungsversuch in ungepufferter Losung ermittelt wurde. 


fitrationen dieser Art 
den von uns unter Varia- 
der EiweiB- und Koch- 
konzentration ausgefiihrt. 


KiweiBlésungen,. die durch 


satz von etwa nm 50 Salzsaure 


vesauert waren, wurden mit 
50 Natronlauge von gleicher 
<ochsalzkonzentration wie die 
ngesauerte EiweiBlosung elek 
ynetrisch titriert. wodurch 
lie Salzkonzentration wahrend 
des Versuchs unverandert blieb. 
Eine eiweiBfreie L6sung glei- 
her Zusammensetzung wurde in 
lerselben Weise titriert. Jedoch 
wurde an Stelle des von Nordbé 
verwandten Chinhyvdrons, wel- 
ches in elweibhaltiger Losung 
nicht immer zu einwandtreien 
Werten fiihrt und iiberdies eine 
litration im alkalischen Bezirk 
nicht gestattet, die Titration 
im strOmenden Wasserstoff mit 
tels der Glockenelektrode von 
Vichaelis ausgefiihrt. 


In den Abb. 1 bis 3 und 
der Tabelle XVI sind die 
Ergebnisse zusammengestellt. 

Aus Abb. 1 geht zunachst 
hervor, daB auch in diesen 
Versuchen der Schnittpunkt 
der beiden elektrometrischen 
litrationskurven von eiweib- 
haltigen Losungen und eiweib- 
freler Losung, der von Nordbé 
als isoelektrischer Punkt an- 
gesprochen wird, um pu 5,5 
liegt; soweit eine Variation 
's KiweiBgehaltes bei gleich- 
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zienten moglich ist, ohne eindeutige Abhangigkeit von der Eiweif- 
konzentration. Eine solche Variation ist jedoch aus methodischen 
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Grinden nur in engen Grenzen angaingig. Unterhalb einer gew;j 
Grenze unterschreitet der Puffereffekt des EiweiBbes den method 
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Wesentlicher erscheint die starke Zunahme det Pufferwirkung des 
fiorinogens bei héherer Kochsalzkonzentration, die in dem flacheren 
lauf der zugehérigen Titrationskurve zum Ausdruck kommt (Abb. 3) 
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Le! Die allgemeine Erérterung dieser eigentiimlichen Erscheinung auf 
cite breiter experimenteller Grundlage soll einer spateren Untersuchung 
fekt vorbehalten sein, wahrend hier allein die spezielle physikalische Chemie 
chit les Fibrinogens in Frage steht. 
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Kin weiterer Umstand, der fiir die Beurteilung der Titrati: 
ergebnisse wesentlich ist, wird durch die Tabelle XVI erlautert 

In dem ausschlaggebenden Gebiet des Titrationsbereiches |) 
Tribung oder Flockung vor. Das Kiwei® ist nicht in Lésung, sondern 
zweite Phase, gewissermaBen als ,, Bodenkérper* vorhanden. Damit + 
fallen die Voraussetzungen fiir die einfache Anwendung des Mass 
wirkungsgesetzes. Die Kurve der elektrometrischen Titration ist der A 
druck einer Phasenpufferung im Sinne von Klinke (12). Es diirfte da 
auch vom theoretischen Standpunkt aus kaum zulassig sein, der oly 
dargelegten Argumentation folgend, den Schnittpunkt der ‘Titrati: 
kurven einer eiweiBfreien und einer entsprechenden eiweibhaltige: 
Lésung unter diesen Bedingungen als isoelektrischen Punkt des Proteins 
anzusprechen, auf Grund von Ableitungen, die nur fiir echte Lésung: 
Giltigkeit haben. In der Tat fiihrt auch, wie oben gezeigt werde: 
konnte [Mainzer (4)], die elektrometrische Titration des Bence-Joncs 
Proteins zu Ergebnissen, welche so nicht widerspruchsfrei zu deuten sit 


Es gilt das selbst dann, wenn — wie im vorliegenden Fall des 
Fibrinogens die Ergebnisse mit anderen einwandfreien Verfahre: 


vereinbar erscheinen. 


IV. Zusammenfassung. 

Der isoelektrische Punkt des menschlichen Fibrinogens wid 
unter verschiedenen Bedingungen untersucht. 

Das Verhalten des Fibrinogens entspricht auch in gepufferte: 
Lésung (Phthalatpuffer) nicht véllig der Erwartung aus der Theorir 
des idealen Ampholyten. 

In Lésungen mit etwa 0,1°, EiweiB und 1°,, Kochsalzgehalt liegt 
die Zone fehlender elektrischer Kataphorese bei pa = 5,15, die Zorn 
maximaler Instabilitét bei pa = 4,36. Das Instabilitétsmaximum ist 
vom — - Koeffizienten abhangig: Verminderung der Eiwei| 

Neutralsalz 
konzentration bewirkt wie Steigerung der Kochsalzkonzentratio: 
Verschiebung des Maximums nach der sauren Seite hin. 

In ungepufferter Lésung sind die Werte fiir den Indifferenzpunkt 
der elektrischen Kataphorese (pa = 5,43) und die Zone = minimale 
Stabilitat (py = 4,90) etwas nach der alkalischen Seite hin geriickt 

Andere Fallungszonen neben dem _ beschriebenen  Stabilitit 
minimum konnten auch in besonders darauf gerichteten Versuch 
nicht aufgefunden werden. 

Die elektrometrische Titration ist als Methode zur Ermittlung ce- 
isoelektrischen Punktes von lyophobem EiweiB, das im fragliche: 
Bezirk ausflockt, aus theoretischen wie aus methodischen Griinde! 


nicht geeignet. 
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Die Literatur iiber den isoelektrischen Punkt des Fibrinogens ist in 
abelle I zusammengestellt. 




















Der isoelektrische Punkt des denaturierten Fibrinogens'. 


Von \ 
Fritz Mainzer. ' 
(Aus der Medizinischen Universitétsklinik Rostock.) W 
M 
(Eingegangen am 19. Januar 1932.) \ 
Mit | Abbildung im Text. gl 
Bei der Untersuchung menschlichen Fibrinogens fand W6hlisch (1 
das Auftreten eines zweiten Stabilitatsminimums von — geringere: 
Konstanz bei etwa py = 6,4 neben dem Hauptflockungsmaximum wn 
pu = 4,7; er bezog diese Instabilitatszone auf die Anwesenheit denat: 
rierten Fibrinogens. Ahnliche Befunde sind von Farkas und Groak (2 
erhoben worden, die ein zweites Stabilitétsminimum zwischen py 5.6 
und 5,8 feststellten. . 
. a hl . . . ° at 
Diese Tatsachen, wie die Bedeutung, die den Denaturierung: 


produkten der Proteine vom Standpunkt der allgemeinen physikalische: 
Chemie der EiweiBkérper zukommt, boten Veranlassung, den_ is: = 
elektrischen Punkt des denaturierten Fibrinogens zu untersuchen. |: 
Analogie der am _ Bence-Jones-Protein gewonnenen — Erfahrunge: 
| Mainzer (3)] durfte dabei vorausgesetzt werden, daB die Art de: 
Denaturierung Erhitzen, Fallung durch Alkohol oder Ammo: 
sulfat — wohl fiir das Ausmafs bedeutungsvoll ist, in dem die Denat) 
rierung statthat, nicht jedoch fiir die Natur des entstehenden Produkte- 
Denaturierung durch Hitze kommt fiir das Fibrinogen nicht 
Frage. Es entsteht dabei eine grobdisperse Koagulation, welche schn i 
sedimentiert. Der Vorgang erfolgt auch in recht verdiinnten Eiweil 
lésungen. Wird die Verdiinnung so weit getrieben, daB Flockung bei! 
Erhitzen nicht mehr eintritt, so unterschreitet der EiweiBgehalt - 
fir die einschligigen Untersuchungen notwendige Konzentration. 
Es fand sich indessen in der Denaturierung durch Alkohol by 
niedriger EiweiBkonzentration ein Weg, um zu stabilen kolloic 
Lésungen zu gelangen. 


' Mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
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Verdiinnte Lésungen von menschlichem Fibrinogen, die nach den 


iben der vorstehenden Mitteilung bereitet waren Eiwei®B- und Koch 
konzentration ist aus den folgenden Protokollen ersichtlich . wurden 
rsam mit dem doppelten Volumen 96° igen Alkohols unter standigem 
schiitteln versetzt. Dabei trat eine intensiv opaleszierende Tribung 


irspriinglich véllig klaren Losung auf, ohne daB es zu mikroskopisch 

tharer Flockung kam. Der Alkohol wurde durch Liiftung bei Unterdruck 

der Wasserstrahlpumpe unter Kontrolle des spezifischen (ewichts 

agt. was in der Regel etwa 48 Stunden dauerte, und mit physiologi 
1 er Kochsalzl6sung auf das Ausgangsvolum aufgefiillt. 

Mit der so gewonnenen milchig opaleszenten Lésung denaturierten 
Vibrinogens wurden Uberfiihrungs- und Fallungsversuche in gepufferter 
Pithalatpuffer) und ungepufferter Lésung in gleicher Weise angestellt, 
wie es fur die Untersuchung des genuinen Proteins in der vorausgehenden 
Mitteilung beschrieben ist. Um einen schliissigen Vergleich mit diesen 
Versuchen zu erméglichen, wurde auch der Kochsalzgehalt in det 
gleichen GréBenordnung gehalten wie dort. was an sich nicht erforder- 


lich gewesen ware. 











ch (1 Bestimmung des EiweiBgehaltes, der Chloride und Messung der Wasser- 
gere! stoffzahl entsprachen ebenfalls dem dort geiibten Verfahren 
nou 
nati Uberfiithrungsversuche mit denaturiertem Fibrinogen in 
rk (2 Pufferlésung. 
5.6 Tabelle JI. 
10. Dezember 1931. Durch Alkohol denaturiertes Fibrinogen (Mensch). 
0,005 n Phthalatpuffer (Clark und Lubs). EiweiB: 0,142"... Kochsalz: 
ungs 1.16°,. EiweiB ‘Kochsalz 0,12. Traubenzucker: 7,3°,,. 220 Volt. 19° bis 
chet 19,5°. 2 Stunden. 
isi 
Vasserstoft- Anodische Kathodische Wasserstott Anodische Kathodische 
I zahl Wanderung Wanderung zahl Wanderung Wanderung 
Inge! 
de 4.49 “1 + 5.15 “1 ) 
mot 4.62 “7 5.25 { "7 
4.69 “7 (+) 5.34 4 "7 
nati 4.80 “ “7 5.71 t a 
iktes 5,02 
ht I! Tabe lle Il 
‘hone ll. Dezember 1931. Durch Alkohol denaturiertes Fibrinogen (Mensch). 
weih 0,005 n Phthalatpuffer (Clark und Lubs). EiweiB: 0,142°.,, Kochsalz: 1,16 
— EiweiB / Kochsalz 0,12. Traubenzucker: 7,3°,. 220 Volt. 19° bis 195°. 
a 2 Stunden. 
t cine 
Wasserstoff- Anodische Kathodisehe Wasserstoff- Anodische Kat lisct 
zahl Wanderung Wanderung zahl Wanderung Wanderung 
1 be 
olde 4.48 "1 - 5,24 a Tr) 
4,70 “0 + 5.52 -. “4 
4.50 “7 “ 5,74 + “" 
4.99 (+ (+ 5.91 - " 
‘hatt 5.08 +) (45> 
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Tabelle I11. 


Uberfithrungsversuche mit denaturiertem menschlichen Fibrinogen i: 
Phthalatpuffer. 























Puffer- Eiweili- Kochsalz- Zucker Zone nicht Mit 
Datum konzen- konzen- konzen Eiweifi konzen- eindeutiger ode ~ 
tration tration tration Kochsalz tration Konvektion  Maxir 
1931 n 04 Pu PH 
10. XII. 0,095 0,142 1,16 0,12 7.3 4,62—5,25. 4,94 h 
11, XI. 0,005 0,142 1,16 0,12 7,3 4,70—5,52 12 E 
Der isoelektrische Punkt des durch Alkohol denaturierten men: 
lichen Fibrinogens liegt somit fiir die elektrische Kataphorese bei 
pu = 5,03 und differiert damit nicht in schliissiger Weise von de: D 
fiir das genuine Protein unter gleichen Bedingungen ermittelten Wer Pro 
Pu 5,15. 
b) Uberfiihrungsversuch mit denaturiertem Fibrinogen in 
ungepufferter Lésung. 
Ahnliches gilt von den entsprechenden Werten in ungepufferte: 
Lésung, wie aus Tabelle IV deutlich wird. 
Sta 
Tabelle IV. 
14. Dezember 1931. Durch Alkohol denaturiertes Fibrinogen (Mensc} 
EiweiB: 0,073°,. Kochsalz: 109°... EiweiB / Kochsalz 0,07. Trauber on 
zucker: 9,15"... 220 Volt. 18 bis 20° 2 Stunden. des 
Bezeict , Konzentration Anodische Kathodische W a dab 
clini n/ 100 Wanderung Wanderung aa samtal ane 
0.20 “7 
| 0.15 "7 18 
Salzs: 0.10 “ 009 
— | 0,05 “ i 4,15 si 
0,03 “ n 4.53 
+ “ 5,40 
{ 0.03 + (+) 6.85 Bez 
Natronlauge 0.05 4. “4 8.04 
| 0,10 4 “ 4 
Zone nicht eindeutiger Konvektion: pa = 4,53 bis 6,85. Mitte | 


PH 5,69. 

Der hier ermittelte Wert px = 5,69 unterscheidet sich bei de: 
friiher hervorgehobenen methodischen Schwierigkeiten der Unte: 
suchung in ungepufferter Lésung nicht in unbedingt schliissiger Wei» 


von dem fiir genuines Protein ermittelten Punkt px = 5,43; es scheint - 
der Indifferenzpunkt der Kataphorese der Theorie entsprechend mit 
der Reaktion der reinen EiweiBlésung (py == 5,40) zusammenzutalle: 





P| 
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llungsversuche mit denaturiertem Fibrinogen in Pufter- 
lésung. 

Die Fallungsversuche mit denaturiertem Fibrinogen sind durch 

vroBe Breite der Instabilitatszone und das Fehlen eines aus- 

ochenen Maximums auch bei niedriger Eiweibkonzentration 

ikterisiert. Da hierfiir die groBbe Instabilitat und geringe Léslich- 

des denaturierten Proteins nicht als alleinige Ursachen in Betracht 


kommen, wird durch die Tatsache nahegelegt, dab auch bei niedrigster 
Kiweibkonzentration die gleiche breite Triibungszone auftritt und 
dann ein scharfes Triibungsmaximum vermibBt wird. Es kann 

e Erscheinung daher im Sinne der Ableitungen von Michaelis (4) 
die Dissoziationsrestkurve eines Ampholyten gedeutet werden. 
Die bei der Denaturierung erfolgende chemische Abwandlung des 


Proteins wurde danach zu einer Verkleinerung des Logarithmen- 
roduktes der scheinbaren sauren und basischen  Dissoziations- 


nstanten des EiweiBes (k, . &,) fiihren. 


Die Verhaltnisse werden durch die folgenden Tabellen V bis VII 
erlautert. 

Das methodische Vorgehen und dlie Bezeichnungsweise det Tabellen 
Stab: ..Bezeichnung*:) entspricht den Angaben der vorstehenden Mit- 


funy. 

Wie aus Tabelle VII hervorgeht, differieren die Mittel der Fallungs- 
zonen in zwei Versuchen sehr erheblich, um py 0.44, was nicht etwa 
der Methode zur Last zu legen, sondern Ausdruck der Tatsache ist, 
das die Instabilitat kein scharfes Maximum aufweist, sondern sich 


Tabelle rs 





18. Dezember 1931. Durch Alkohol denaturiertes Fibrinogen (Mensch). 
0.02 n Phthalat puffer (Clark und Lubs). Eiwei®B: 0.033 . Kochsalz: 
0,716°.. EjiweiB /Kochsalz 0,05. 220 Volt. 17,5°. 2 Stunden. 
9 ) osera sseret, ff Ty sungSsgrad asserstof? 
Be zeichnung a ” meet Bezeichnung . Ty = : - Z ‘hl : 
46,7 50 * (+) 50/ 3,7 + 4,27 
39.650 * (+) 50) 7.5 4.54 
3350 * i} 59/129 4 4.60 
26.4/50 * { 5017.7 4.50) 
20.350 * 4. |. 50/23.9 ** 
14.7 50 * 44 50/30,0 * 
9 9/5N * 1. J. 3.47 5035.5 * 
6.050 * ++ +4 3.67 51/39.9 
2.650 * oe a eS 3.88 5043.0 ** 
50 0.4 ** ee ee ae 3,92 





* Phthalat-H Cl-Puffer 
** Phthalat-NaO H-Puffer 
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Tabelie V1. 





21. Dezember 1931. Durch Alkohol denaturiertes Fibrinogen (Me: he 
0,02 n Phthalatpuffer;Phosphatpuffer (Clark und Lubs). EiweiB: 0.0) 
Kochsalz: 1,05°,.  EiweiB/; Kochsalz 002. 17,5° bis 18° p 
Bezeichnung ae — Bezeichnung ae oe : 
46,7/50 W 50/17.7 ** - 4.64 
39,6/50 * iD 50/23.9 * 
3350 * "7 50/30,0 ** i 
26,4 50 * (+) 50/305 ** : 
20,3 50 { 50/39.9 ** 
14,7/50 * + 4 59/43,0 ** : 
9 9/0 1. of 3.45 5/45.5 * + 
6,0/59 * te 3.59 50 47,0 * (+) 
2,6/50 + +--+ 3,80 126/59 *** (+) 
50/04 ** ihe of 3.93 17,8/50 *** (+) 
50/3,7 ** 4,10 23,7/50 *** “ 
50/ 7.5 4 4,31 29 6/50 *** " 
50/12,2 ** +. + 4.46 





* Phthalat-H Cl-Puffer 
“* Phthalat-Na O H-Puffer 
*** Phosphatputfer 


Tabelle VII. 


Fallungsversuche mit denaturiertem menschlichen Fibrinogen im Phtha 





puffer. 
Puffer- Eiweib- Kochsalz- 
Datum konzen- konzen konzen- Eiweils rriibungszone v punk 
tration tration tration Kochsalz 
1931 n o/, Pu Py 
18. NIT. 0,02 0,033 0.716 0.05 3.67—4.80 4.99 
21. XII. 0.92 0,018 1,95 0,02 3,45—4,.19 37s 


bei kurvenmaBiger Darstellung als Horizontale tiber einen breite: 

Bezirk erstreckt. Das errechnete Mittel ist daher nicht eine reelli 15 
Gegebenheit wie in Stabilitétskurven mit wirklichem Maximun 
sondern eine fiktive GréBe, welche die Lage der Instabilitatszo: 
charakterisiert. 

Auch hier beim denaturierten Fibrinogen liegt die Zone — de: 
maximalen Instabilitét unter vergleichbaren Bedingungen (Sa 
konzentration) wesentlich weiter im sauren Bereich als der Indifferenz 
punkt der elektrischen Kataphorese (py = 5,0). Das denaturiert: 
menschliche Fibrinogen entspricht damit ebensowenig der Erwartung Salz 
aus der Theorie des idealen Ampholyten wie das genuine Eiweif 

Die Abwandlung des Proteins durch den Denaturierungsvorgang 
tritt nur im Fallungsversuch durch die bereits bemerkte Verbreiteruny 
der Stabilitatszone deutlich hervor. Eine Verschiebung ihres Bereiche> \ 


nach der sauren Seite hin, welche die Grenze der methodischen Schliiss iz Li 
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daB in diesen 
Reinen mit ganz niedriger EiweiBkonzentration Verhaltnisse vorliegen, 


iberschreitet, tritt nicht hervor, wenn bemerkt wird, 


ur mit Versuchen entsprechender Konzentration des genuinen 














Proteins (Tabellen IX bis XI der vorangehenden Mitteilung) ver- 
gleichbar sind. 
Die Befunde werden durch graphische Abbildung am_ iibersicht- 
' -ten dargestellt. 
Vv USERS 
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Abb. 1 
h der maximalen Instabilitdt des genuinen und denaturierten Fibrinogens in gepufferter 
und ungepufferter, kochsalzhaltiger Lisung 
(Konzentrationen in den zugehérigen Tabellen 
I. Genuines Fibrinogen in Phthalatpuffer 
Il. Genuines Fibrinogen in ungepufferter Lisung 
aalat III. Denaturiertes Fibrinogen in Phthalatpuffer 
IV. Denaturiertes Fibrinogen in ungepufferter Lisung 
a Die Abbildung zeigt, dali der isoelektrische Punkt beim genuinen Fibrinogen eine reelle 
st, beim denaturierten Fibrinogen unter gleichen Bedingungen nur der fiktive Mitte] 
kt einer breiten Fallungszone 
- d) Fallungsversuche mit denaturiertem Fibrinogen in 
78 ungepufferter Lésung. 
, Tabelle VIII. 
Pite 
ee lle 15. Dezember 1931. Durch Alkohol denaturiertes Fibrinogen (Mensch). 
EiweiB : 0,073 © Kochsalz: 1,09 EiweiB /Kochsalz = 0,07. 18° bis 18,5°. 
nun 
vA Konzen- Tr . , Konzen- iibungs- 
Kezeich- ayry rriibungs Wasser- Bezeich trat i Triibe “0 Wasser 
nur tration — grad nach ctoffrzahl nung ration | grad nach toffzahl 
_— n 100 5 Minuten . al n 100 > Minuten . 
0,50 (+) 005 ++++: 6.48 
S pe ps 
en 0.45 + 0,10 tot 740 
rend 0.40 fd 015 ++4 7,73 
jerte 0,35 +. 0,20 fe of 
9 ‘ 0.30 4. 4 Natron- 0.25 +++ 
tung — 0,25 ++4- lauge 0,30 + 4 
020 |++44 3.19 0,35 | 
0,15 ++ +4 + 3,46 0.40 
gang 0,10 of. 1 3.90 0.45 + 
rung 0,05 +++ 3,47 0.50 (+) 
= Physiol. | 
NaCl- +--+ 
ISS 1 Losung | 
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Tabelle IX. 














15. Dezember 1931. Durch Alkohol denaturiertes Fibrinogen (Men 
EiweiB: 0,071°... Kochsalz: 1,064°,,... EiweiB /Kochsalz 0,07. Alk 
2,29°,,. 18,5° bis 19°. 
Bezeich- ten pil . re pon Wasser- Bezeich- —— setae: 
ania tration grad nach cisthaati sana tration grad nach ~ 
7 n100. 5 Minuten gs — n100 5 Minuten © 
0.489 (+) 0,049 
0,439 } 0,098 7 
0,390 + + 0,146 7, 
0,842 + ++ 0,195 + + 
ae nee 0,293 + + Natron- 0,244 +- 
— 0,244 +4+4 lauge 0,293 
0195 ++4+4 3,15 0,342 
0,146 1. + 3,46 0,390 ! 
0,098 a 3.84 0,434 + 
0.049 ee 4.84 0.489 ( +4.) ehe 
Physiol. | Fil 
NaCl- 
Loésung 
Die Alkoholkonzentration wurde durch tropfenweises Zufiigen yoy geb 
96°,igem Alkohol erreicht. Ges 
° Wm . ~ ° ° . . terl 
Die Tabellen VIII und 1X zeigen, daB sich auch in ungepufferte: 
Lésung noch wesentlich ausgepragter als in Phthalatpuffer unte : 
. ° . oRen e lv 
sonst vergleichbaren Bedingungen — die Instabilitétszone des dena 2 
turierten Fibrinogens durch besondere Breite auszeichnet; sie liegt — 
. y ™ . ee ‘ wie 
etwa symmetrisch zu der Wasserstoffzahl der EiweiBlésung ohne Saure: : 
‘ — . Tul 
oder Laugenzusatz, die um Pu = 9,00 anzusetzen Ist - genau ; 
. . . .* were 
Messungen erwiesen sich infolge mangelhafter Einstellung des Potentia!- : 
fo : ; , \u 
als sehr schwierig —, im ausgesprochenen Gegensatz zu den Verhalt 
. . . . r . . ius 
nissen in Phthalatpuffer, wo die Zone im sauren Bereich, betrachtet ) 
. . \: . es . . ren 
von der Reaktion der reinen EiweiBlésung aus, feststellbar wird. De: : 
Bereich minimaler Stabilitat entspricht damit in ungepufferter Lésung = 
dem Indifferenzpunkt der elektrischen Kataphorese, auch darin \ _ 
den Beobachtungen in Phthalatpuffer abweichend, bei denen die eit 
sprechenden GréBen in ihrer Lage auseinanderklaffen. 
Das gesamte Verhalten des denaturierten Fibrinogens zeigt al» 
Abweichungen von der Theorie des idealen Ampholyten, wie sie (bei _— 
Erk 


der annahernden Konzentration der physiologischen Kochsalzlésung) 
durch die Tabelle X verdeutlicht werden und als Effekt des Puffe: 
anions angesehen werden miissen. 

Die Abweichungen vom Verhalten des genuinen Proteins, welc!. 
durch die Denaturierung bedingt werden, sind jedoch infolge der \: 
breiterung des Instabilitatsbereiches weitergehend, als es die Zab! 


der 'Tabelle deutlich werden lassen. 
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Tabelle XY 


irakteristik des denaturierten Fibrinogens in Kochsalzlésung. 





Indifferenzpunkt 





ae yee Instabilitats 
ha z 
PH Pu 
Phthalatpuffer : 5.00) im 4.00 
Ungeputterte Losung um 5,50 um 5.50 


Ein zweites Stabilitatsminimum neben dem beobachteten, wie es 

genuines Fibrinogen beschrieben wurde, konnte in Phthalat- und 

Phosphatpuffer (untersucht bis px 7.8) wie in ungepufferter Lésung 

eigens darauf gerichteten Versuchen mit variiertem Alkoholzusatz 

ebensowenig festgestellt werden wie beim genuinen menschlichen 
Fibrinogen. 

Auch fiir eine unvollstandige Denaturierung des Fibrinogens, wie 

-ie bei gleicher Behandlung eines Bence-Jones-Proteins gefunden wurde, 

vor geben die Beobachtungen keinen sicheren Anhalt. Da indessen im 

Gegensatz zum Bence-Jones-Korper die phy-ikalisch-chemisch charak- 

teristischen Punkte fiir denaturiertes und genuines Fibrinogen nahe 





PITel 
sien beieinander liegen, kann die Anwesenheit geringer Mengen genuinen 
™ EiweiBes nach der Denaturierung daraufhin nicht mit Gewibheit aus 
_ geschlossen werden. Es mu weiterhin auch die Frage offen bleiben, 
er wie weit Denaturierungseingriffe tiberhaupt zu einem Eiweibkorper 
im fihren, welcher sich im Sinne der Untersuchungsmethoden The Sved- 
ital hergs (5) mit der Ultrazentrifuge als homogen erweist Gerade das 
niilt Auftreten eines besonders breiten Instabilitatsbereiches, welcher auch 
htet aus der Interferenz mehrerer benachbarter Stabilitatsminima hervor- 
Dies gehen kénnte, gibt dieser Frage besonderes Gewicht, ohne da8B eine 
a Entscheidung gegeniiber der weiter oben diskutierten Deutung an 
: : dieser Stelle méglich wate 
ent 
Zusammenfassung. 

sai Die Untersuchung des isoelektrischen Punktes eines durch Alkohol 
(bei denaturierten menschlichen  Fibrinogens Denaturierung durch 
an Erhitzen fiihrt stets zur grobflockigen Koagulation — in etwa physiologi- 
ffey scher Kochsalzlésung hatte das folgende Ergebnis: 
let er Ret res =e 
Vi 
1} ia: } 

Phthalat puff r ») 4.00 
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Die Instabilitatszonen zeichnen sich durch besondere Breite 

Kin Anhaltspunkt dafiir, daB sie durch Interferenz benachb: 
Fallungszonen mehrerer Denaturierungsprodukte zustande kom: 
wird durch die Versuchsergebnisse nicht beigebracht. 


Das Verhalten des denaturierten Fibrinogens bietet somit auc! 


gepufferter Lésung Abweichungen von den Erwartungen aus der Th« 


des idealen Ampholyten. 


Die Befunde erlauben ein Urteil dariiber, wieweit vorliege 


Beobachtungen am Fibrinogen auf denaturiertes EiweiB bez, 


werden k6énnen. 
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Uber die Rolle der Phosphate in Oxydationsprozessen. 


Von 
A. M. Malkov und Natalie Zwetkova. 


{us dem wissenschaftlichen Forschungs- und Betriebslaboratorium der 
I. Staats-Hefenfabrik in Moskau.) 


(Eingegangen am 20. Januar 1932.) 
Mit 12 Abbildungen im Text. 


Die Rolle der Phosphate bei den in vitro ver sich gehenden Oxy- 
dationsprozessen ist dadurch festgestellt, daB bei gleichem py die 
Erhéhung der Phosphatkonzentration zur Steigerung der Oxydations- 
prozesse fiihrt. 


1909 veréffentlichte L6b', daB durch Phosphate eine erhebliche Be- 
schleunigung der H,O,-Wirkung erzielt werden kann. Sodann lenkten 
0. Warburg und M. Yabusoe* die Aufmerksamkeit auf die Phosphate durch 
die Mitteilung iiber die Autoxydabilitat der Fructose in Phosphat- 
mischungen. O. Meyerhof und K. Matsuoka* zeigten dann, daB diese 
Oxydation der Fructose eine Metallkatalyse ist und wiesen auf die Rolle der 
Phosphate bei den Oxydationsprozessen hin. Weitere Forschungen iiber 
Oxydationsprozesse, die auf der Metallkatalyse begriindet sind, wurden 
hauptsachlich in Phosphatmischungen vorgenommen. F'. Wind* behauptete, 
da8B Zunahme des PO;{'-Gehalts bei konstantem px eine Steigerung der 
Oxydation der Sorbose, des Dioxyacetons und Glycerinaldehyds bewirkt. 
H. Krebs® wies auf eine gewisse Steigerung des Oxydationsprozesses bei 
Verwendung von (NH,),HPO, hin. F. M. Kuen® zog aus seinen Oxy- 
dationsversuchen mit Fructose in Phosphatmischungen den SchluB, daB 
ein wesentlicher Einflu8 der Phosphate auf die Oxydation nicht vorliegt. 
Die Glucoseoxydation wurde auf einem anderen Wege untersucht, da die 
direkte Oxydation durch den Luftsauerstoff in Phosphatmischungen + Fe 
auBerst langsam verlauft. Die Glucoseoxydation wurde hauptsachlich mit 
H,O, vorgenommen. 


1 


L6b, diese Zeitschr. 23, 10, 1909. 

2 O. Warburg u. M. Yabusoe, ebendaselbst 146, 380, 1924. 
3 O. Meyerhof u. K. Matsuoka, ebendaselbst 150, 1, 1924. 
} F. Wind, ebendaselbst 159, 58, 1925. 

5 H. A. Krebs, ebendaselbst 180, 377, 1927. 

® F. M. Kuen, ebendaselbst 215, 12, 1929. 
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Aus einer groBen Anzahl von Arbeiten iiber die Oxydation der G 
und anderer Zuckerarten mit Wasserstoffsuperoxyd erwahnen wi) 
jenigen, die mit und ohne Phosphate ausgefiihrt sind. 

L6b* fand, daB die Oxydation von Glucose durch Wasserstoffsupe 
bei Steigerung der Phosphatkonzentration zunimmt. FF’. WM. Kue 
statigte die Lébschen Beobachtungen. 


Unsere Versuche tiber den EinfluB der Phosphate auf die Oxyd 
der Glucose zerfallen in folgende Abschnitte: 


1. H,O,-Spaltung mit FeSO,. 


2. Oxydation von Glucose + FeSO, + H,Og. 


3. Oxydation von Glucose + FeSQ,. 


Methodik. 


Der OxydationsprozeB wurde bei allen Versuchen durch = di 
stimmung der Reduktionskraft der Zuckerl6sungen untersucht. 

Die Zuckeranalyse erfolgte nach der Bertrandschen Methode 

In den Versuchen mit H,O, zerstérten wir vor der Zuckeranal ys 
Wasserstoffsuperoxydrest nicht, wie F’. M. Kuen? tat. 

Die speziellen Glucoseanalysen mit und ohne H,O, zeigten, da d 
Zahlen in dem einen wie auch im anderen Falle zutreffen. 

AuBerdem wurden folgende Analysen ausgefiihrt: Fe-Analyse na Kinfluk 
der Methode von A. Malkov*; H,O,-Analyse vor und nach dem Versw 144) 
nach der KMnO,-Titriermethode im sauren Medium. 

Um eine Ausfallung des Eisens zu verhiiten, wurden in die Versuchs 
kolben mittels Mikropipette 0,25 ccm 20° ige Seignettesalzl6sung hinz 
gesetzt. 

Die Kolben mit den Versuchsmischungen wurden im Thermostat: 
bei 35°C aufbewahrt. 


Experimenteller Teil. 
1. Spaltung von H,O, durch Ferrosulfat. 


Versuch l. 

ReaktionseinfluB (px). Phosphatmischung nach Sérensen; H,gO, zu Antanz Di 
des Versuchs 2,0°,; Zusatz von Fe 4,41 mg in Form von FeSO, is tia 
Tabelle I. m/2; b 

H, Og-Spaltung in , : Es 

ve — die Me: 
in 24 Std. in 48 Std. 7228 in 120 8 = Ph 

8.04 15,00 29,28 37, 57.35 nehmer 
5.91 7,14 11,42 ,f 21,42 





mischu 


1 W. Léb, diese Zeitschr. 29, 316, 1910; 32, 43, 1911; 46, 288, , Da 


2 F. M. Kuen, ebendaselbst 215, 12, 1929. bel ZU 
3 4. Malkov, J. of the Chem. Ind. 8, Nr. 1, S. 70, 1931 (russisch) Fe-Geh 


Bioch 








nz 





sie bei m/l Dinatrium-Phosphatlésung ein wenig ansteigi 
m/2; bei m/3 Na,H PO, steigt die Kurve am wenigsten. 
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\us dem ersten Versuch kann man den SchluB ziehen, daB die 
H,,-Spaltung besser verliuft im alkalischen Milieu als im neutralen 
oder sauren. 





, ” % 


Aol 


Lrymerte 5 














2498 72? 9 T20 74 08 18 26 240 264 288 He 3 
Stunden 


Abb. 1. Versuch 1 Abb. 2. Versuch 2 


Versuch 2. 

EinfluB der Phosphatkonzentration. Phosphatlésung : Dinatriumphosphat 
+ 4,41 mg Fe, zugesetzt in Form von FeSQO,; H,O,-Gehalt zu Anfang des 
Versuchs 2,0°, 


Tabelle II. 





Phosphat- H»O .-Spaltung in ° 
Ni konzen- Pu “ : 
tration in in in in in in in in 
24 Std. 48 Std. 96 Std. 120 Std. 144 Std. 192 Std. 216 Std. 336 Std 
1 m/1 8.6 40,41 56,16 76,71 82,19 89,04 94,52 95,89 97,94 
2 m2 8,6 | 24,65 37,67 61,64 68,49 78,76 86.98 89,04 94,52 
3 


m/3 8,6 | 21,91 35,61 55,47 62,382 71,23 82,19 84,93 91,09 


Die aus den Werten der Tabelle I] gezeichnete Kurve zeigt, daB 


; dann folgt 


Es zeigt sich also, daB bei zunehmender Phosphatkonzentration 


die Menge des zersetzten Wasserstoffsuperoxyds zunimmt; die Analyse 


ler Phosphatmischungen auf Eisengehalt erwies jedoch, daB bei zu- 


nehmender Phosphatkonzentration der Fe-Gehalt in der Phosphat- 
mischung zunahm (Abb. 2). 


Daraus lieBe sich schlieBen, daB eine Steigerung der Oxydation 


bei zunehmender Phosphatkonzentration auf Grund eines gréBeren 
Fe-Gehalts erfolgt. 
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Versuch 3. 
Beeinflussung des  Phosphats. Puffermischung: Dinatriumphos; 
m/10 Na(OH); Zusatz von Fe” in Form von FeSO,; H,O,-Konzentra 


zu Anfang des Versuchs 2°,. 


Tabelle III, 


Auf 100 cem Fliissigkeit. 





0,5 Mol m10 
Na, HPO, NaOH 


H2 02 °'9 gespalten 
in ecm in cem in 1 Std. in 2 Std. in 20 Std. 


Pane Pu fein: a 
bei Ca 
ie H 
15 t 5,62 10,80 8048 1097 4.54 - wd 
als 
30 5 5, 843 < 79,91 10,47 4.54 


forder1 
60 i 3. 8,03 74,69 10,97 4.54 





Bei geringeren Phosphatkonzentrationen ist die H,O,-Spaltung 
entgegengesetzt derjenigen, die im Versuch 2 erhalten war. Die auf 
Grund dieses Versuchs gezeichneten Kurven zeigen, daB bei Zunahme 


der Phosphatkonzentration die Spaltung des Wasserstoffsuperoxyds 
sinkt. 


Bei diesem Versuch wurde in allen Kolben die gleiche Menge 
Kisen gefunden. 


g 
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Abb. 3. Versuch 3 


Versuch 4. 
Einflu8 des Phosphats. Zur angewandten Puffermischung wurden 4,40 mg 
Fe in Form von FeSO, zugesetzt; zu Anfang des Versuchs war die H, ©, 
Konzentration 2°. 4 
Al 
1. Puffer: 50 ccm NagH PO, 0,15 mol. + 15cem NaOH m/10 (Ring: Fe-Gel 


2. Puffer: 50 cem Na,CO,, 0,1 mol. + 5cem HCl m/10 (Kolthoff). in der 
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Tabelle IV. 
Auf 100 cem Fliissigkeit. 





H2 0,2 gespalten in ° 


\ Puffer PH m2 otha - Gefunden 
in 2 Std. in 4 Std ve in mg 
Phosphat 10,97 10,75 19,35 5,93 
Carbonat 10,86 63.21 93,10 4,56 


Die Ergebnisse des vierten Versuchs zeigen, daB die H,O,-Spaltung 
bei Carbonaten bedeutend schneller vor sich ging als bei Phosphat. 
Die H,O,-Spaltung verlief im Phosphat bei einem viel hGheren Fe-Gehalt 
als in der parallelen Carbonatmischung, und das Eisen wirkt, wie bekannt, 
fordernd auf die Spaltung des Wasserstoffsuperoxyds (Abb. 4). 
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Versuch 5. 
EinfluB des Phosphats. Die angewandte Puffermischung war dieselbe wie 
beim vierten Versuch, nur war der Carbonatpufferlésung die fehlende Menge 
Fe zugesetzt worden, was sich durch den vorigen Versuch herausgestellt 
hatte (siehe Tabelle ITT). 
Tabelle V. 
Auf 100 cem Fliissigkeit. 





; H2O» gespalten in ° 
Ni Puffer Pu gp agen Pn sie deel 
in 4 Std. in 6 Std. 
1 Phosphat 10,97 5,82 17,14 21,42 
2 Carbonat 10,86 5,82 90,00 97,14 


Aus Versuch 5, der parallel mit Phosphat und Carbonat bei gleichem 
Fe-Gehalt durchgefihrt wurde, geht hervor, daB die H,O,-Spaltung 
in der Phosphatmischung bedeutend langsamer verlief (Abb. 5) als in 
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der Carbonat-Puffermischung (siehe die Abbildung zu den Versucly: 


4 
und 5). 


Die durchgefiihrten Versuche zeigen also, daB das Phosphat 


deutlich die Zersetzung des Wasserstoffsuperoxyds durch Ferrosu|fat 
hemmt. 


2. Oxydation von Zuckerarten durch Wassersto{fsuperoxryd mit Zusu 


von Fe SO,. 


Versuch 6. 


EinfluB der Reaktion und der Phosphate auf die Oxydation der invertierte: 
Saccharose. In jeden Kolben von 250 cem Inhalt wurden 10,76 mg F« 

Form von FeSQ,, 1,8155g KH,PO, (mit Ausnahme von zwei Ansiitzen 
und 1li5icem 30° ige H,O,-Lésung gegeben, und die Mischung wurde mit 
KOH gegen Lackmus neutralisiert. Es wurden je 2,5 cem n/2 H,SO, ode: 


n/2 KOH hinzugesetzt und bis zur Marke mit destilliertem Wasser gefiillt 


" 


Tabelle VI. 
Auf 100 cem Fliissigkeit. 





Reaktion vor dem Versuch Reduktionsstoffe oxydiert in ° 
Phosphat- ’ ee 


gehalt inn H,S0, in n NaOH 
cem eem 


in 24 Std. in 72 Std. in 120 st 


0,5 - 15,78 52,63 74,43 

m/15 0.5 6,01 33,83 72,93 
0.5 8,27 40,60 69,92 

m/15 0,5 6.01 27,81 66.91 


Der Versuch 6 zeigt, daB die invertierte Saccharose ohne Phosphate 
stirker oxydiert wurde (Abb. 6a und 6b). 


Oryoler’e Saccharase in % 


Qnydierle Saccharose in % 


V8 Fe IW TA YES 2 H «TH 
Stunoen SVUNMC? 


Abb. 6a. Versuch 6. Abb. 6b. Versuch 6. 


Die gesamte in 120 Stunden oxydierte Zuckermenge war in den 
Kolben ohne Phosphatzusatz gréBer. Aus den Kurven, die auf Grund 
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der Zahlen der Tabelle VI gezeichnet sind, geht hervor, daB das Phosphat 
die Zuckeroxydation hemmt. 


Versuch 7. 

KinfluB der Phosphatkonzentration. Die weiteren Versuche wurden mit 
Glucose + H,O, + Fe” mit Zusatz von Seignettesalz, wie in der Methodik 
angegeben, durchgefiihrt. 

Tabelle VII. 


Auf 100 cem Flissigkeit. 





. gal ; Pu Gefunden Herabsetzung der Reduktionsfahigkeit in 
r. onzen- aes reinen > 5 » — os - — — 
tration Phosphats Fo in mg in 48 Std. in 120 Std. | in 168 Std. in 240 Std 
1 m/l 8.6 8,35 35,11 45,03 48,85 | 58,01 
2 m/2 8,6 7,95 16,79 45.03 48.45 58,01 
3 m/3 8,6 7,82 12,21 37,40 47,32 58,01 


Im Versuch 7 verlief die Glucoseoxydation bei gleichem py. Die 
ersten Reduktionsbestimmungen zeigten eine starkere Oxydation, wenn 
die Phosphatkonzentration héher war. Die weiteren Beobachtungen 
iiberzeugten uns jedoch, daB die Steigerung der Glucoseoxydation 
(Abb. 7) nicht mehr von der Zunahme der Phosphatkonzentration 











8 72 H% 10 WY 08 ‘1% 26 PO 
Stungen 


Abb. 7. Versuch 7 


abhangig war. Die aus den Werten von Versuch 7 gezeichneten Kurven 
zeigen, daB die Verminderung der Reduktionsfahigkeit der Glucose- 
lésung nach 240 Stunden, unabhangig von der Phosphatkonzentration, 


gleich 58,01°%, war. 


Es ist also klar, daB die Phosphate die Menge der oxydierten 
Glucose nicht erhéhen. Das starke Sinken der Reduktionsfahigkeit 
der Glucose zu Anfang des Versuchs bei der Na,H PO,-Konzentration 
gleich m/l 1aBt sich durch den hohen Fe-Gehalt erklaren, der durch 
das Phosphat selbst ins System gekommen und durch die Analyse 
ermittelt worden ist. 








A. M. Malkov u. N. Zwetkova: 


Versuch 8. 


Einflu8 der Phosphate und Carbonate. Der Versuch 8 ist mit GI 
+ H,O, + Fe” mit Zusatz von Seignettesalz vorgenommen. 





Tabelle VIII. Auf 100 ccm Fliissigkeit. 


Gefunden  ‘Sinken der Reduktionsfihigkeit 


Puffermischung pu Fe in mg 


in 48 Std. in 96 Std. | in 144 sr 


0,15 Mol NagHPO, 
0,1 Mol NaOH 
(Ringer) .... 10,97 5,93 


0,1 Mol Nag Oz 
+ 0,1 Mol HCl 
(Kolthoff). . . . 10,86 4,56 8,91 — 12,11 





Die Ergebnisse des Versuchs 8 zeigen, 
daB, nach der in 48 Stunden oxydierten 1 
Glucosemenge und dem Verlauf der Kurven die 
zu urteilen, das Phosphat dem Carbonat iibe: Hem) 
legen ist (Abb. 8); es sei hinzugefiigt, dal in 
den Kolben mit Phosphat mehr Fe gefunde: 
ER a wurde als beim Kontrollversuch. 

Stunoen Auf Grund der beim Versuch 8& ge. 


Oryaerle Glucose in % 





Abb. 8. Versuch 8 fundenen Fe-Menge wurden noch zwei Ver 
suche mit gleicher Mischung wie fiir den — 
Versuch 8 ausgefiihrt, d.h. mit Phosphat und Carbonat, wobei die 
fehlende Eisenmenge als FeSO, hinzugefiigt wurde. 


Versuch 9. 
EinfluB des Phosphats und des Carbonats auf die Glucoseoxydation durc! 
das System H,O, + Fe’. 


Tabelle IX. Auf 100 ccm Fliissigkeit. 





Sinke <ti ihigk i 0 

Gefunden||__ Sinken der Reduktionsfahigkeit in %, 

Puffermischung PH Fe a in ‘= i ir 
mM ME 48 Std. | 96 Std. 144Std. 240 Std. 288 st 


0,15 Mol NagH PO, 
+ 0,1 Mol NaOH 
(Ringer). . . . (10,97 5,82 468 5,85! 8,78 12,28 | 12,86 


0,10 Mol NaC Oz 
+ 0,1 Mol HCl 
(Kolthoff) .. . 1086 5,82 5,85 8,78 | 1218 14,03 14,62 
Das Ergebnis des Versuch 9, der bei gleichem Fe-Gehalt durchge- 
fiihrt wurde, zeigt, daB, unter sonst gleichen Bedingungen, die Oxydation 
besser bei Gegenwart von Carbonaten als von Phosphaten verlauft Milie 
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Es lassen sich also die Ergebnisse des vorigen Versuchs durch 
den hohen Eisengehalt des verwendeten Phosphats erklaren, wodurch 
vgi. Abb. 9) die Glucoseoxydation starker war als beim Carbonat. 


\ 





Onyoler’e Glucose in % 








a 
Stunden 
Abb. 9. Versuch % 
In der Regel aber férdert das System Phosphat + Fe + H,O, 
die Glucoseoxydation nicht, vielmehr lassen sich zuweilen sogar 
Hemmungen beobachten. 


3. Oxydation von Saccharose durch FeSO, 
EinfluB der Reaktion auf die Oxydation der invertierten Saccharose. 
Versuch 10. 
Dasselbe Milieu wie im Versuch 6, nur ohne Zusatz von Wasserstoffsuperoxyd. 


Tabelle X. Auf 100 cem Fliissigkeit. 





: Oxydation der reduzierenden Stoffe 
Reaktion in cem — 







. Phosphat- || Zusatz acai Lodi : 
_ gehalt oe me ‘ ba in in in in 
n/2H3S0,/ njlNaOH = 1 HE Std. | 72Std. | 120 Std. 144 Std 
1 m/15 0,5 —- 4,30 4,51 12,03 18,79 | 25,10 
2 m/15 -- 0,5 4,30 2.25 21,05 39,09 | 54,13 
e &———_—__———_ 
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Abb. 10. Versuch 10. 


Wie zu erwarten, wurde die invertierte Saccharose im alkalischen 
Milieu starker oxydiert. 
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Versuch 11. 
Oxydation der Glucose durch FeSO, bei verschiedener Phosphatkonz 
tion. Dasselbe Milieu wie bei Versuch 7. 
Tabelle XI. 
Auf 100 cem Fliissigkeit. 





Na, HPO,- | Pu Gefunden ee an 
Konzentration des reinen Fe : 


Phosphats oo in 48 Std. in 168 St 


m/1 8.6 e; 0.0 0,00 
9 


m/2 8.6 595 0,0 0,00 


m/3 8.6 Re) 0.0 0,00 
Bei verschiedener Phosphatkonzentration bei konstantem py» 
eine Glucoseoxydation nicht zu bemerken. 


Versuch 12. 
Glucoseoxydation durch FeSO,. Dasselbe Milieu wie bei Versuch | 


Tabelle XII. 
Auf 100 cem Fliissigkeit. 





: Sinken der Reduktionsfahigk« 
Gefunden der Glucose in ° 


Puffermischung ) 
a PH Fe in mg 


0 


in 48 Std. in 96 Std. in 144 St 


0,15 Mol Na, HPO, 
+ 0,1 Mol NaOH 
(Ringer) ... . || 10,97 5,95 5,73 6,36 


0,1 Mol Nag COs 
+ 0,1 Mol HCI 
(Kolthoff). . . . 10,86 4.56 2,51 2,54 8.91 
Aus dem Versuch 12 ersieht man, daB die Glucoseoxydation i: 
der Phosphatmischung starker war. Aber im gegebenen Falle enthie!t 
das Carbonat weniger Eisen als das Phosphat. 
Wir wiederholten deshalb diesen Versuch bei gleichem Fe-Gehalt 
in beiden Mischungen. 
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11. Versuch 12. Abb. 12. Versuch 13 
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Versuch 13. 
Giucoseoxydation im System FeSO, + Carbonat oder Phosphat. Dasselbe 
Milieu, nur ohne Zusatz von Wasserstoffsuperoxyd. 


Tabelle XIII. 





’ Sinken der Reduktionsfahigkeit 
Gefunden der Glucose in °/ 
Nr Puffermischung PH Fe siicilaiiadictnaiaa ma 
in mg in in in in in 
48 Std. 96 Std. 144Std. 240 Std. | 288 Std 


| || 0,15 Mol NagHPO, 

+ 0,1 Mol NaOH 

(Ringer) . .. . (10,97) 5,82 5,26 | 9,35 11,69 12,86 14,62 
2 || 0,1 Mol NagC Os 
+ 0,1 Mol HCl] 
(Kolthoff). . . . 10,86 5,82 117 | 2,34 7,60. 11,11 13,45 





Der Versuch 13, der parallel mit den Phosphat- und Carbonat- 
Puffermischungen bei gleichem Fe-Gehalt ausgefiihrt war, zeigt, dab 
die Glucoseoxydation bei Gegenwart von Phosphat besser verlief als 


bei Carbonat (Abb. 11 und 12). 


Zusammenfassung. 

Die oben mitgeteilten Versuche lassen sich in zwei Abschnitte 
zerlegen. 

1. Oxydation von Glucose durch Wasserstoffsuperoxyd und 
Spaltung des Wasserstoffsuperoxyds durch Fe S0Q,. 

2. Oxydation von Glucose in Gegenwart von FeSO, ohne Wasser- 
stoffsuperoxyd. ‘ 

Wenn wir die Kurven des ersten Abschnittes betrachten, so ergibt 
sich, daB das Phosphat bei der Spaltung des H,O, durch Fe” mit und 
ohne Glucose keine Rolle spielt, sondern sogar in manchen Fallen 
hemmend wirkt. 

Das Ergebnis von Versuch 8 bildet eine Ausnahme, und zwat 
wegen des groBen Fe-Gehalts des verwendeten Phosphats. 

Ganz andere Ergebnisse finden sich im zweiten Abschnitt. Die 
Oxydation der Glucose in Gegenwart von FeSO, ohne H,O, verlauft 
im alkalischen Milieu im allgemeinen sehr schwach, und zwar besser 
bei Phosphat als ohne dieses. Bei den hohen Phosphatkonzentrationen 
m/l, m/2 und m/3 ist gar keine Oxydation des Zuckers festzustellen. 
Die in den Versuchen erhaltenen Werte zeigen, daB die Verzégerung 
der Glucoseoxydation auf das Fehlen des Phosphats zuriickzufiihren ist, 
wodurch der ProzeB ganz zu Anfang gehemmt wird. Der weitere Verlauf 
wurde unbedingt ein Kreuzen der Kurven zeigen. Der Verlauf der 
Oxydationsreaktion mit Phosphat wirde hinter dem Kontrollversuch 
ohne Phosphat zuriickbleiben. 
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Offenbar tragt das Wasserstoffsuperoxyd zur Beseitigung dic-c, 
hemmenden Faktors bei, der sich bei dem Versuch mit dem Systen 
Fe + Glucose + Carbonatpuffermischung gezeigt hat. DaB ein 
Reihe von Verfassern angenommen hat, daB das Phosphat den Oxy. 
dationsprozeB férdert, riihrt daher, daB die Versuchsmischungen 
meistenteils nicht auf den Fe-Gehalt gepriift wurden. 

In einigen Arbeiten muBte die Methodik der Eisenbestimmung 
zu falschen Ergebnissen fiihren. Letzteres ist bei Wind?! zu vermerken 
der die Phosphatmischung auf Fe’ mittels NH,CNS priifte. 

Auf Grund unserer Fe-Bestimmungen bei jedem Versuch komme 
wir zu folgenden Ergebnissen: 

1. Das Phosphat hemmt die Zersetzung des Wasserstoffsuperoxyids 
durch FeSQ,. 

2 Das Phosphat hemmt die Oxydation der Zuckerarten durch cas 
System Fe” + H,O,. 

3. 0,15 Mol Phosphat beschleunigt die Oxydation der Zucker. 
arten durch FeSO,. 

4. Bei starkeren Phosphatkonzentrationen wie m/l, m/2 und m3 
ist keine Oxydation des Zuckers in Gegenwart von FeSO, festzustellen 


1 F. Wind, diese Zeitschr. 159, 58, 1925. 
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Uber Co-Fermente, 
Wasserstoffdonatoren und Arsenvergiftung der Zellatmung. 


Von 


1. Banga und A. Szent-Gyorgyi. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Szeged.) 


(Eingegangen am 22. Januar’1932.) 


In unseren friiheren Arbeiten' wurde gezeigt, daB sich die Oxy- 
dationsvorgange der Zelle in zwei Gruppen teilen lassen: in solche, 
die durch arsenige Saure gehemmt werden, und in solche, die gegen 
Arsen unempfindlich sind. Es wurde zugleich gefunden, daB die Atmungs- 
hemmung durch Arsen parallel mit der Hemmung der Dehydrogenierung 
verlauft, das Arsen also an einer anderen Stelle als Cyan oder CO in 
das Atmungssystem eingreift. 

Bei einem so verwickelten Vorgang wie die Zellatmung ist der 
Fortschritt unserer Kenntnisse von der Frage abhangig, wie weit wir 
imstande sind, die einzelnen Glieder des Systems isoliert zum Ausfall 
bzw. zur Beobachtung zu bringen. Aus diesem Grunde wurde gehofft, 
daB auch das weitere Studium der Arsenvergiftung neue Aufschliisse 
iiber die Zellatmung erbringen wird. 

An und fiir sich schien aber diese Scheidung des Atmungsvorgangs 
in einen arsenempfindlichen und arsenunempfindlichen Teil ungeniigend. 
Kine weitere Vereinfachung des Systems ist durch die wohlbekannte 
Beobachtung von Battelli und Stern? gegeben, nach der sich gewisse 
Gewebe, wie der Muskel, ,,auswaschen™ lassen. Der gewaschene Gewebs- 
riickstand enthalt das Cytochrom und die Fermente (Dehydrogenase, 
Atmungsferment) der Atmung, das Waschwasser die Wasserstoff- 
donatoren und Co-Fermente. Dieses verdiinnte Waschwasser kann 
mit Vorteil durch den von Meyerhof* so eingehend studierten Kochsaft 


1 A. Szent-Gyorgyi, Biochem. Journ. 24, 1723, 1930; J. Banga, 
L. Schneider u. A. Szent-Gyérgyi, diese Zeitschr. 240, 462, 1931. 

2 Battelli u. Stern, ebendaselbst 21, 487, 1909. 

3 O. Meyerhof, Pfliigers Arch. 175, 67, 1914; 188, 148, 1921. 
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ersetzt werden. An und fiir sich sind beide Teile, Gewebsriickstand nd 
Waschwasser, im Atmungsversuch inaktiv, geben aber zusammen eine 
intensiven Sauerstoffverbrauch, der mit der Atmung des ungewaschene: 
Gewebes eine gewisse Ahnlichkeit zeigt. Somit kann bei den Vor 
studien zur Analyse des Atmungsvorgangs dieses durch Kochsaft 
reaktivierte Gewebe verwendet werden. 

Vorliegende Arbeit griindet sich auf diese doppelte Unterteiluny 
des Atmungsvorgangs, einerseits in arsenempfindliche und -unempfind- 
liche Atmung, andererseits in Kochsaft und Gewebsriickstand. 


Material und Methodisches. 


Mit Ausnahme des Meerschweinchens ist die Atmung es 
Koérpermuskels bei den untersuchten Tieren (Kaninchen, Schwei 
Rind) zu gering, um ein erfolgreiches Arbeiten zu gestatten. Aus diesen 
Grunde wurde als Material der Herzmuskel gewahlt. Wird der Herz 
muskel jedoch nach dem Tode warm gehalten, so zeigt die Atmung 
eine rasche Abnahme. Da die Kiihlung des groBen Rinderherzens aut 
methodische Schwierigkeiten st6Bt und bei diesem Tiere die Blof 
legung des Herzens langere Zeit beansprucht, wurde das Schweinehery 
als Material der Untersuchung gewahlt. Im hiesigen Schlachthau- 
gelangen Schweine zweier Art zum Schlachten: die sogenannten fette: 
Mastschweine und die sogenannten mageren ,,Fleisch‘*-Schweine. Das 
Herz der ersteren zeigt eine relativ geringe Sauerstoffaufnahme, gil 
einen nur wenig aktiven Kochsaft und nach dem Waschen ein relatiy 
unwirksames Dehydrogenasepraparat, ist also zur Arbeit ungeeignet! 

Das Herz wurde sobald wie méglich nach dem Tode dem Tier 
entnommen, unmittelbar auf Eis gelegt und ins Laboratorium gebracht 
und hier sogleich verarbeitet. Handelte es sich bloB um Gewinnung 
des Kochsaftes, so wurden die Herzen auch bei — 12°C gefroren und 
aufbewahrt und sogleich nach dem Auftauen verarbeitet. 

Der Muskel wurde in der Latapie-Hackmaschine gemahlen. De: 
erhaltene Brei besteht aus kleinen Stiickchen des Muskels, die in 
Durchschnitt 0,025 cmm messen. 

Zu Versuchen mit ungewaschenem Muskel wurde der Brei_ i: 
m/15 Phosphat von px7 suspendiert. Auf je 1g des Breies wurde: 


3ccem Phosphat verwendet?. 


' Auch hier wird das Haar der Tiere auf zweierlei Art entfernt 
es wird abgebrannt oder nach Behandeln mit heiBem Wasser abrasiert 
Erstere Methode macht die Tiere durch ihre langere Dauer fiir den Versuc! 
ungeeignet. 

2 In unserer friiheren Arbeit wurde gezeigt, daB die Atmung in Phosphat 
Ringer und Serum nicht wesentlich verschieden ist. 
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Zur Herstellung gewaschenen Muskels wurde der Brei im 20fachen 
Volumen destillierten Wassers suspendiert und hier unter Rihren 
\) Minuten lang belassen, dann durch ein Tuch filtriert, ausgepreBt, 
nochma)s gewaschen und nach dem Auspressen in Phosphat suspendiert. 
wobei auf 1g des ausgepreBten Muskels 3ccm Phosphat verwendet 
wurden. 

Zur Zubereitung des Kochsaftes wurde der gemahlene Muskel in 
kochender 1% iger Trichloressigsdurelésung suspendiert, wobei auf je 
|g des Breies 1cem der Saurelésung verwendet wurde. Durch die 
Zugabe des kalten Breies wurde die Temperatur der Flissigkeit auf 
etwa 60°C erniedrigt. Handelte es sich um geringe Mengen (etwa 
100 g Muskel), so wurde 2 bis 3 Minuten lang geriihrt und dann an 
einem Bunsenbrenner rasch auf 80°C erwarmt, rasch gekihlt, durch 
ein Tuch gepreBt und filtriert. GréBere Mengen (1 kg) wurden sogleich 
nach der Suspendierung bis auf 80° weiter -rwarmt, welche Temperatur 
binnen 10 Minuten erreicht werden soll Auch soll ein méglichst rasches 
Kiihlen stattfinden. All diese Umstande sind fiir die Gewinnung aktiven 
Kochsaftes von Bedeutung. GréBere Mengen wurden in Portionen von 
| kg extrahiert. Der erhaltene Kochsaft kann nach Neutralisierung 
mit NaOH bei — 20°C einige Tage in aktiver Form bewahrt werden. 

Die Atmung wurde stets im Barcroftschen Kompensationsrespiro- 
meter verfolgt. Die CO, wurde durch Lauge gebunden!. Nach 
10 Minuten langem Schiitteln im Wasserbade von 37°C wurden die 
Hahne geschlossen und das Manometer 40 Minuten lang alle 10 Minuten 
abgelesen. Bei allen Versuchen wurde stets 1,5 cem der Muskelsuspension 
in den Respirometer gebracht. Vom neutralisierten Kochsaft wurde 
stets 1,5 ccm einpipettiert. Das Volumen der Fliissigkeit im etwa 
40 ccm fassenden Respirometer wurde stets mit Wasser oder Arsenig- 
siurelésung auf 4ccm aufgefiillt. Die Endkonzentration der arsenigen 
Saure betrug stets 0,025 Mol. 

Wo nicht anders angegeben, bedeuten die Zahlen in vorliegender Arbeit 
die Sauerstoffaufnahme der Muskelsuspension (etwa 250mg Muskel) in 
den ersten 40 Minuten der Beobachtung in cmm O, (unkorrigiert, feucht, 
37°C). 


Allgemeine Beobachtungen. 


Der ungewaschene Herzmuskel zeigt unter den beschriebenen Be- 
dingungen eine intensive Sauerstoffaufnahme. Diese liegt in den 
meisten Versuchen um 400 bis 440cmm. In Gegenwart von arseniger 
Saéure zeigt der Muskel nur eine geringe Sauerstoffaufnahme, die 
meistens um 60 cmm liegt. 


1 Methode s. diese Zeitschr. 240, 473, 1931. 
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Wird der gewaschene Muskel mit Kochsaft versetzt, so 
die gesamte Atmung etwas niedriger als die Atmung des un 
gewaschenen Muskels. Im Durchschnitt betragt sie etwa 320 cmm 
Trotzdem die gesamte Atmung vermindert ist, atmet der Muske! in 
Gegenwart von Arsen nicht nur weniger als der ungewaschene Muske| 
sondern zeigt meistens eine starkere Atmung, die im Durchschnitt 
um 100 cmm liegt. 

Die Zusammensetzung der durch Kochsaft reaktivierten Atmuny 
aus einem arsenempfindlichen und arsenunempfindlichen Teil kann 
auch auf einem anderen, direkten Wege gezeigt werden. Versuchit 
man namlich die Reinigung des Kochsaftes mit fallenden Mitteln, 
so verringert sich meistens die arsenempfindliche Atmung rasch, 
oft bis zum vélligen Schwunde, wahrend die arsenunempfindliche 
Atmung meistens wohlerhalten bleibt. Erstere kann weder durch 
das Filtrat, noch durch das Prazipitat, noch durch die Mischung beide: 
wieder hergestellt werden. Wird der Kochsaft z. B. mit iiberschiissigem 
Bleiacetat versetzt, mit Ammoniak bis auf py 9 alkalisiert, das 
Prazipitat in einer geringen Menge Wasser suspendiert, mit H,SO, 
entbleit, dann wieder auf das urspriingliche Volumen verdiinnt, so 
erhalt man eine Lésung, die dem gewaschenen Muskel zugesetzt eine 
Sauerstoffaufnahme bedingt, die gegen Arsen ganz unempfindlich ist 
Ihre Hohe ist nur wenig geringer als die Héhe der Atmung, die de: 
unbehandelte Kochsaft mit dem gewaschenen Muskel in Gegenwart 
von Arsen zeigte?. 

Hieraus geht also hervor, daB die durch Kochsaft reaktivierte 
Atmung in zwei Teile zerlegt werden kann. Der arsenunempfindliche 
Teil kann durch Fallen mit Blei isoliert werden. Im arsenempfind- 
lichen Teil ist eine Substanz beteiligt, die sich durch besondere 
Labilitat auszeichnet. 


Beobachtungen iiber den arsenunempfindlichen Teil der reaktivierten Atmung. 


Wie beschrieben, kann also durch Fallen mit Blei eine Fraktion 
vom Kochsaft gewonnen werden, deren Atmung in Gegenwart vor 
gewaschenem Muskel ganz arsenunempfindlich ist. Diese Fraktion 
enthalt von den bekannten Substanzen des Zellstoffwechsels die Adeny! 
saiure, die Adenyl-Phosphorsiure und das Cymophosphat, sowie andere 
Substanzen (Bernsteinsaure ?). 


' In einigen Fallen ist auch eine geringe arsenunempfindliche Atmung 
vorhanden. Ist diese betrachtlich, so liegt der Grund meistens in der un 
geniigenden Waschung des Muskels. Wird durch H,S entbleit, so kann de! 
arsenunempfindliche Teil mit Sicherheit zum Verschwinden gebracht werden. 
falls der Muskel gut gewaschen war. Durch Behandeln mit H,S wird abe! 
auch die arsenunempfindliche Atmung etwas verringert. 
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Zur weiteren Analyse dieser Fraktion wurde folgendermaBen vor- 
gegangen: das beschriebene Bleiprazipitat wurde in Wasser suspendiert, 
dessen Volumen !/,,9 des urspriinglichen Volumens des Kochsaftes 
betrug. Dann wurde mit H,SO, (px 2,8) entbleit, zentrifugiert, 
mit Ammoniak neutralisiert und dann mit 10°, Mercuriacetat ver- 
setzt, bis kein weiterer Niederschlag mehr entstand. Dann wurde 
nochmals neutralisiert und, wenn nétig, weiter mit Hg-Acetat versetzt. 
Der Niederschlag wurde abfiltriert, mit Wasser griindlich gewaschen. 
Dann wurden Filtrat und Prazipitat mit H,S behandelt, H,S durch 
Evakuieren entfernt, neutralisiert und verdiinnt, bis das Volumen 
die Halfte des urspriinglichen Volumens des Kochsaftes betrug. 

Wird nun das so behandelte Filtrat und Prazipitat isgliert dem 
gewaschenen Muskel zugesetzt, so zeigen sie keine oder nur eine geringe 
Sauerstoffaufnahme. Zusammen dem gewaschenen Muskel zugesetzt, 
zeigen sie eine Sauerstoffaufnahme, die wesentlich mehr betragt als 
die Summe der einzelnen Fraktionen und an Héhe dem Sauerstoff- 
verbrauch nahekommt, den das Bleiprazipitat zeigte. 

Hieraus geht also hervor, daB durch Fallen mit Quecksilber 
Substanzen voneinander getrennt werden kénnen, die sich in bezug auf 
die Atmung gegenseitig aktivieren. 

Auf Grund der Erfahrung kénnen wir annehmen, da die Sub- 
stanzen der Adenylsiuregruppe vorwiegend im Hg-Prazipitat, das 
Cymophosphat vorwiegend im Filtrat vorhanden war. Es wurde also 
versucht, das Hg-Prazipitat einerseits mit Cymophosphat, anderer- 
seits das Filtrat mit Muskeladenylsdure im Atmungsversuch zu er- 
ginzen. AlsCymophosphat wurden Lactacidogen und Hexosediphosphat 
verwendet. Ersteres wurde nach Embden iiber das Brucinsalz her- 
gestellt. Letzteres wurde in Form des Mg-Salzes in freundlicher 
Weise durch Herrn C. Newberg iiberlassen. Die Adenylsiure stammte 
aus friheren Arbeiten?. 

An und fiir sich geben, dem gewaschenen Muskel zugesetzt, weder 
die Adenylséure noch das Cymophosphat eine Sauerstoffaufnahme. 

Wird nun der gewaschene Muskel, der mit Hg-Prazipitat versetzt 
wurde, noch durch Cymophosphat (1,5 mg) erganzt, so zeigt die Atmung 
einen Anstieg. Auch konnte das Hg-Filtrat mit Adenylsaure aktiviert 
werden. Ebenso konnte auch der gewaschene Muskel mit einer Mischung 
von Adenylséure und Hexosephosphat aktiviert werden, wenn auch 
diese Wirkung der Adenylsaure nicht in konstanter Weise reproduziert 
werden konnte. 

Auf Grund dieser Beobachtungen l4Bt sich also sagen, daB in der 
arsenunempfindlichen Atmung des Kochsaftes neben einer geringen 


1 A. N. Drury u. A. Szent-Gyérqgyi, Journ. of Physiol. 68, 213, 1929. 
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Menge noch undefinierter Substanzen (Bernsteinséure ?) die Haup+- 
rolle durch die von Adenylsaure aktivierte Oxydation von Lactacidog«) 
gespielt wird. Da in allen Versuchen die Sauerstoffaufnahme mit 
der Entfarbung von Methylenblau parallel ging, l4Bt sich als, 
sagen, daB diese Oxydation des Cymophosphats — in Ubereinstimmuiy 
mit friiheren Beobachtungen (Deuticke!, Euler und Nilsson?) — jibe: 
Dehydrogenierung verlauft, wobei Adeninnucleotide die Rolle eines 
Co-Ferments spielen; auf Grund der Arbeit Lohmanns?® laBt sich auch 
vermuten, daB es nicht die Adenylsdure, sondern das entsprechende 
Pyrophosphat ist, dem die Aktivierung zuzuschreiben ist. Milchsiure 
und Glucose waren in jeder Beziehung inaktiv. 


Beobachtungen iiber den arsenempfindlichen Teil der Atmung. 


Aus verschiedenen Griinden stand von Anfang an dieser Teil de: 
Atmung im Vordergrunde unseres Interesses. Bereits aus den im 
vorhergehenden Abschnitt wiedergegebenen Erfahrungen geht hervor, 
daB in diesem Teil der Atmung ein Kérper beteiligt ist, der sich durch 
besondere Labilitat, besonders durch seine irreversible Adsorbierbar- 
keit auszeichnet. (Gegen Hitze und Sauren ist der K6rper ziemlich 
bestandig.) Diese Eigenschaft machte das Arbeiten in diesem Gebiet 
aiuBerst schwierig, und unser Bestreben, das Wesen der arsenempfind- 
lichen Atmung naéher aufzuklaren, blieb lange Zeit erfolglos. 


Zuletzt fiihrten unsere Versuche zur Erfahrung, daB auch in diesem 
Teil der Atmung auBer den Fermenten zweierlei Kérper beteiligt sind, 
nimlich die Wasserstoffdonatoren und ein Co-Ferment. Es ist der 
letztere Kérper, der bei der Fraktionierung des Kochsaftes mit so groBe1 
Leichtigkeit verlorengeht. Die Wasserstoffdonatoren sind in geniigender 
Menge in dem oben beschriebenen Bleiprazipitat vorhanden, das an 
und fiir sich, dem Muskel zugesetzt, keine arsenempfindliche Atmung gibt 


Die Aufgabe war also die, den Kérper zu finden und zu isolieren, 
der, dem Bleiprazipitat zugesetzt, dessen Oxydation durch gewaschenen 
Muskel erhéht, und zwar muB diese Atmung gegen Arsen empfindlich sein 


Hiermit war auch der Weg zur Wertbestimmung des gesuchten 
Co-Ferments gegeben, mit Hilfe derer dann eine Methode ausgearbeitet 
werden konnte, das gesuchte Co-Ferment weitgehend zu reinigen und 
in eine stabile Form zu bringen. Das mit dieser Methode erhaltene 


' H. J. Deuticke, Zeitschr. f. physiol. Chem. 192, 193, 1930. 

* Euler u. Nilsson, Zeitschr. f. physiol. Chem. 160, 234, 1926; 162, 
72, 1926; 194, 260, 1931; s. weitere Literatur: H. v. Huler, Biokatalysatoren. 
F. Enke, Stuttgart 1930. 

3 K. Lohmann, diese Zeitschr. 287, 482, 1931. 
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Praparat war frei van Wasserstoffdonatoren, war also zur weiteren 
\nalyse des Atmungsvorgangs geeignet. 
Diese Methode gestaltet sich folgendermaben: 


Der Kochsaft! wurde bei 16 bis 20 mm Hg Druck bei niedriger Tempe- 
ratur (20°C) auf '/,, Volumen eingeengt. Die eingeengte und in Eis ge- 
kiihlte Fliissigkeit wird durch scharfes Zentrifugieren gereinigt. dann mit 
25° HCl versetzt, bis Thymolblau intensiv rot wird (px.). Nach noch- 

iigem scharfem Zentrifugieren wird unter starkem Riihren mit dem 
fintfachen Volumen Aceton versetzt und zentrifugiert. Das Aceton wird 
vom Oligen Zentrifugat abgesaugt. 


Auf die zuriickbleibende dicke Fliissigkeit wird wieder Aceton ge- 
ssen, und zwar '/,; der oben genommenen Menge. Das zweiphasige 
System wird mit einem Glasstab tiichtig gemischt, abzentrifugiert, das 
ibenstehende Aceton verworfen. Nun wird nochmals Aceton aufgegossen, 
ind zwar nur die Halfte von der vorigen Menge, tiichtig gemistht, dann 
ein gleiches Volumen Athylalkohol (96°) zugesetzt. Nun wird wieder 
griindlich durchgearbeitet, das Gemisch von Aceton und Alkohol von 
jer klebrigen. dicken Masse abgegossen. Der Riickstand wird nun mit 
\thylalkohol durchgearbeitet (1/,, Volumen des urspriinglichen Kochsaftes), 
der Alkohol abgegossen. Dann wird mit der gleichen Menge Methyl- 
ikohol durchgearbeitet. wobei die Masse fest wird. Zuletzt wird 
zentrifugiert. der Alkohol abgegossen. Der Riickstand zeigt meistens in 
ler urspriinglichen Verdiinnung mit Muskel eine unverminderte Atmung. 
Das so gereinigte Prazipitat wurde nun in Wasser gelést, dessen Volumen 
',, des urspriinglichen Kochsaftes betrug. Nun wurde das Doppelte dieses 
Volumens an 10° iger Mercuriacetatl6sung zugesetzt. filtriert und das 
Prazipitat mit Wasser gewaschen. Das Prazipitat wird in einer sehr ge- 
ringen Menge Wasser fein suspendiert und dann unter starkem Riihren 
mit 25°, HCl tropfenweise bis px | versetzt. Die sich abscheidende gummi 
uwtige Masse wird stark durchgeknetet, die Fliissigkeit abgegossen und 
zentrifugiert. Die zuriickbleibende gummiartige Masse wird mit einem 
geringen Volumen verdiinter Salzséiure zweimal griindlich durchgeknetet. 
Die vereinigten klaren Lésungen werden nun mit dem fiinffachen Volumen 
Aceton versetzt. Das abzentrifugierte feste Prazipitat (die Fliissigkeit ist 
inaktiv). das nur sehr geringe Mengen Hg enthalt,. wird nacheinander 
mit Aceton-Alkohol, Athyl- und Methylalkohol gewaschen und endlich 
iiber Schwefelséure in vacuo getrocknet. 

Die so erhaltene goldgelbe Substanz ist in Wasser mit geringem 
Riickstand léslich. Sie enthalt in 1 mg ungefahr das Co-Ferment 
von leem des Kochsaftes. Sie entspricht, grob geschatzt, 1/, des 
Co-Fermentgehalts des gesamten Kochsaftes. In trockenem Zustand 
bewahrt das Pulver langere Zeit seine Aktivitét unverandert. Im 
folgenden wird dieses Pulver der Kiirze halber ,,Atmungs-Co-Ferment* 
(AK) genannt. 

» 


' Zu Beginn wurde der Kochsaft erst mit 2,5°,, Lloyds Reagens ge- 


reinigt. Leider aber muBte dieses Vorgehen spater aufgegeben werden, 
da dieses ausgezeichnete Adsorbens nicht mehr im Handel zu beziehen war. 
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Wird nun | mg des AK dem gewaschenen Muskel zugesetz!. x 
zeigt dieser keine Sauerstoffaufnahme. Wird hingegen das AK 2 
sammen mit dem Bleiprazipitat dem Muskel zugesetzt, so ist die Save) 
stoffaufnahme bedeutend héher, als wenn das Bleiprazipitat allein 2, 
gesetzt ware. Die Sauerstoffaufnahme kann durch die Zugabe yo, 
AK auf das Mehrfache gesteigert werden. Die durch AK bedingt 
Zunahme der Oxydation ist in hohem MaBe arsenempfindlich. 

Das Bleiprazipitat kann in diesem Versuch mit Vorteil durch das 
aus diesem gewonnene Hg-Filtrat ersetzt werden (s. oben). 

DaB wir es hier im AK tatsachlich mit einem Co-Ferment zu ty: 
haben, dessen Funktion es ist, die Verbrennung der im Bleiprazipita: 
enthaltenden Wasserstoffdonatoren zu aktivieren, kann dadurch e 
wiesen werden, daB wir im Atmungsversuch das Bleiprazipitat durc! 
Substanzen ersetzen, von denen wir vermuten, daB sie im Zellstoff. 
wechsel tatsachlich gebildet und verbrannt werden. 

Es lag auf der Hand, in dieser Beziehung an erster Stelle an Milch- 
saure zu denken. 

Wird dem gewaschenen Muskel Milchsaure zugesetzt, so findet mar 
im aeroben Versuch keinen Sauerstoffverbrauch, im anaeroben Versuc! 
keine Entfarbung von Methylenblau. Dasselbe ist auch der Fall, wen 
man, wie beschrieben, dem gewaschenen Muskel AK zusetzt. Werde: 


jedoch beide zusammen zugesetzt, so findet man einen starken Saue1 
stoffverbrauch und mit Methylenblau eine entsprechend starke [x 
hydrogenierung. Wird aber zugleich auch arsenige Saure zugesetzt 
so findet man beide Vorgange stark vermindert. Es sei folgender Ve: 


such angefiihrt. 


Versuch 1. 1,5cecm Suspension des gewaschenen Muskels plus 1 cen 
0,4 Mol. Natriumlactat, plus 1.5 cem Wasser — kein Sauerstoffverbrauc! 


Versuch 2. Muskel, wie oben, plus 1 mg AK und 2,5 ccm Wasser 
kein Sauerstoffverbrauch. 

Versuch 3. Muskel plus 1 cem Lactat, 1 mg AK und 1,5 ccm Wasser 
Sauerstoffverbrauch 200 emm. 

Versuch 4. Muskel plus Lactat, AK, und 1,5 ccm arsenige Saure 
Sauerstoffverbrauch 72 cmm. 

Im Thunbergschen Versuch gab (bei Einhaltung der friither beschriebene! 
MaBregeln') die Versuch 1 entsprechende Suspension in 30 Minuten (37° 
eine spurenhafte Entfairbung von Methylenblau, die Versuch 2 ent 
sprechende Suspension eine teilweise Entfairbung in 30 Minuten. Di 
Versuch 3 entsprechende Suspension entfarbt in 5 Minuten und 35 Sekunden 
vollstandig, die Versuch 4 entsprechende Suspension entfarbt in 14 Minuten 
vollstandig. 


1 Ambrus, Banga u. Szent-Gyérqyi, diese Zeitschr. 240, 473, 1031. 
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Hierdurch wird auch die von einem von uns! vor langerer Zeit 
au-gesprochene und von Handovsky? bestrittene Ansicht endgiiltig 
bewiesen, daB die Oxydation der Milchséure im Muskelgewebe an die 
Gegenwart eines Co-Ferments gebunden ist. 

Die Milchséure kann im beschriebenen Atmungsversuch auch durch 
andere Stoffwechselprodukte, z. B. Lactacidogen ersetzt werden. 
So z. B. zeigte das Lactacidogen (3 mg), das durch gewaschenen Muskel 
ebenso wenig wie die Milchsiure angegriffen wird, einen Sauerstoff- 
verbrauch von 140cmm, der in Gegenwart von Arsen auf 36¢mm 
sank. 

Auf Grund dieser Beobachtungen kann also festgestellt werden, 
dab wir es im AK mit einem bedeutenden Gliede des Atmungssystems 
zu tun haben, dessen Gegenwart zum Zustandekommen der arsen- 
empfindlichen Atmung unumginglich ndétig ist. 

Da die Entfarbung des Methylenblaus, d. h. die Wasserstoff- 
aktivierung (mit und ohne Arsen), in allen Versuchen der Sauerstoff- 
aufnahme parallel ging, kann zugleich festgestellt werden, daB die 
Gegenwart des AK eine Vorbedingung der Dehydrogenierung bildet 

wleichzeitig kann auch tiber das Arsen so viel ausgesagt werden, 
daB dieses Gift seine Atmungshemmung dadurch entfaltet, daB es 
diejenigen Prozesse hemmt, an denen das AK beteiligt ist. 

Uber die chemische Natur des AK kann zurzeit noch nichts aus- 
gesagt werden. Es ist auch ganz unsicher, wieviel Prozent das eigentliche 
Co-Ferment unserer Praparate ausmacht. Weitere Arbeiten haben die 
Kristallisation und Analyse dieser Substanz zum Ziele. Zurzeit sei 
nur so viel erwahnt, daB alle unsere Praparate eine starke Pentose- 
reaktion (Orcin) und eine starke Kosselsche Probe fiir Adenosin zeigen, 
so daB die Identitat unseres AK mit dem Eulerschen Co-Ferment der 
alkoholischen Garung nicht auszuschlieBen ist. AK und Cytoflay 
(s. weiter unten) sind auch in der Hefe in gréBerer Menge vorhanden. 
Durch Barium wird das AK (im Gegensatz zu Adenylpyrophosphat) 
nicht niedergeschlagen. 


Anhang. 


Einige Bemerkungen itiber das Verhdltnis der arsenempfindlichen und arsen- 
unempfindlichen Atmung im ungewaschenen und im reaktivierten Muskel. 

Es wurde eingangs erwahnt, daB die Atmung, die der ungewaschene 
Muskel in Gegenwart von Arsen zeigt, nur einen sehr geringen Teil, 
im Durchschnitt bloB etwa '/, bis 1/, der gesamten Atmung ausmacht 
Wird der Muskel gewaschen und mit Kochsaft reaktiviert, so bildet 


1 A. Szent-Gyérqyi, diese Zeitschr. 157, 50, 1925. 
* Handovsky, Biochem. J. 20, 1114, 1926. 
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die Atmung, die man in Gegenwart von Arsen beobachtet, einen . 
gréBeren Teil, etwa '/, bis 1/, der gesamten Atmung. Der Anstieg je, 
prozentuellen Verhaltnisses ist nicht nur durch das Sinken der arsey. 
empfindlichen Atmung bedingt. Trotzdem die reaktivierte Atm 
stets geringer ist als die Atmung des ungewaschenen Muskels, zigt 
in vielen Fallen die von Arsen nicht ausgeléschte Atmung nicht jw 
kein Sinken, sondern einen absoluten Anstieg. Dies beweist unzwei- 
deutig, daB in dem durch Kochsaft reaktivierten Muskel auch Si} 
stanzen zur Verbrennung gelangen, die im ungewaschenen Muskel nic}) 
oxydiert werden, deren Oxydation arsenunempfindlich ist. Die arsen 
unempfindliche Atmung, die der reaktivierte Muskel zeigt, ist ls 
wenigstens zum Teil sicherlich ein Kunstprodukt. 

Wir haben auch im vorigen Abschnitt gesehen, daB die pom h AK 
aktivierte arsenempfindliche Atmung nicht ganz durch Arsen auf 
gehoben werden kann. Dies legt die Vermutung nahe, daB die geriny: 
Atmung, die der ungewaschene Muskel in Gegenwart von Arsen zeigt 
nicht auf eine arsenunempfindliche Atmung zuriickzufiihren ist, sondern 
einfach der unvollstandigen Hemmung der arsenempfindlichen Atmung 
zuzuschreiben ist. Es ist also vorlaufig die Méglichkeit nicht aus. 
zuschlieBen, daB die gesamte arsenunempfindliche Atmung des mit 
Kochsaft reaktivierten Muskels kiinstlich durch den Extraktionsproze| 
bedingt ist und daB die gesamte normale Atmung arsenempfindlich 
ist, wenn auch die Hemmung nicht vollstandig ist. Mit anderen Worten 
ist also die Méglichkeit nicht auszuschlieBen, daB die gesamte normak 
Atmung vom AK vermittelt wird und im Muskelgewebe keine arsen- 
unemptindlichen Oxydationen (wie die Oxydation der Bernsteinsaur 
und die Oxydation des Bleiprazipitats) vorkommen. In diesell« 
Richtung scheint der Umstand zu weisen, daB der durch Lagern |» 
schadigte Muskel bei der verminderten totalen Atmung oft eine absolut 
erhéhte Arsenunempfindlichkeit zeigt. 

Weitere Arbeiten iiber diese Frage sind erforderlich. 

Das Cytoflav. Das durch obige Methode angefertigte AK-Praparat 
zeigt im trockenen Zustand eine goldgelbe Farbe. In Wasser lost es 
sich mit einer intensiven gelben Farbung. Es ist recht merkwiirdig 
daB diese gelbe Farbe in allen unseren Praparationen bei der Fraktio- 
nierung tiberall vollkommen mit dem AK mitging. 

Von dem Standpunkt der Oxydationen macht diesen Farbstoff 
der Umstand besonders beachtenswert, daB er mit Leichtigkeit re- 
versibel zum Leukofarbstoff reduziert werden kann. Wird der Losung 
eine geringe Menge Natriumbisulfit zugesetzt, so entfarbt sich diese 
sogleich. Wird die farblose Lésung nun mit Luft durchgeschiittelt 
so erscheint die Farbe sofort wieder. Diese Reduktion und Oxydation 
kann beliebige Male wiederholt werden. Es konnte auch gezeigt werden, 
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la unter gewissen Umstanden der Farbstoff auch durch Zellen reduziert 
weden kann. Auch ist auffallenderweise die Konzentration dieses 
Farbstoffs in verschiedenen Geweben — abgesehen von der Milch 

der Atmungsintensitaét proportional. Alle diese Umstande deuten 
darauf hin, daB dieser Kérper, den wir Cytoflav nennen wollen, auch 
bei der Zellatmung irgendeine Rolle spielt. 

Das strenge Anhaften des Cytoflavs an das AK legte den Gedanken 
nahe, daB beide Substanzen, Cytoflav und das Co-Ferment, identisch 
sien. Dies ist aber nicht der Fall. Wird das AK an Stelle von Wasse1 
in einigen Tropfen 25°,iger HCl gelést und dann mit tiberschiissigem 
Aceton gefallt, so erhalt man ein farbloses Praparat, das den 
groBten Teil des Co-Ferments, jedoch kein Cytoflav enthalt. Letzteres 
kann aus der Fliissigkeit nach Absaugen des Acetons wiedergewonnen 
werden. Immerhin scheint es nicht unméglich, daB beide Substanzen, 
Cytoflavy und AK, funktionell in irgendeiner Weise verbunden sind und 
dem Anhaften des Farbstoffs an das Co-Ferment irgendeine physio- 
logische Bedeutung zukommt. 

Versuche tiber Glutathion. Wie aus den Versuchen von Hopkins u. a. 
hervorgeht, gelang es noch nicht, die Reduktion des S—S8-Glutathions 
zu SH durch Gewebe mit einem bekannten Wasserstoffdonator in 
Zusammenhang zu bringen. In derartigen Versuchen wurde zum Teil 
gewaschenes Gewebe mit bekannten dehydrierbaren Substanzen und 
Glutathion versetzt. 

Der Inhalt vorliegender Arbeit legt den Gedanken nahe, daB sich 
in Dehydrogenierungsversuchen mit gewaschenem Muskel (wegen Ab- 
wesenheit von AK) eben die normalen Metaboliten als inaktiv erweisen, 
wihrend die an und fiir sich dehydrierbaren Substanzen nicht im 
Zellstoffwechsel eine Rolle spielen, der doch zum _ gréBeren Teil 
arsenempfindlich ist. 

Es lag also auf der Hand, das S—S-Glutathion durch Wasserstoff- 
donatoren zu reduzieren, deren Dehydrogenierung durch AK vermittelt 
wird, zumal da es auch nicht auszuschlieBen war, daB das AK auch 
auf das Glutathion selbst einen aktivierenden EinfluB auszuiiben vermag. 

Das nach der Methode Kendall bereitete, analysierte und an 
Luft zu S—S oxydierte Glutathion wurde mit gewaschenem Muskel., 
Milchsaéure bzw. Lactacidogen in Gegenwart von AK bebriitet. Diese 
Substanzen hatten aber keinen EinfluB auf die Reduktion des Di- 
sulfids. Die geringe Reduktion, die der gewaschene Muskel an und 
fiir sich zeigte, wurde nicht wesentlich beschleunigt. 

Es kann also geschlossen werden, daB auch der in Gegenwart von 
AK aktivierte Wasserstoff der Milchsiure und des Lactacidogens 
nicht unmittelbar zur Reduktion des S—S-Glutathions verwendet 


werden kann. 
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Zusammenfassung. 


Es wird gezeigt, daB an der Atmung des zerkleinerten Herzmusk«|s 
ein Co-Ferment beteiligt ist. Die dehydrierende Oxydation der Mi 
siure, wie auch anderer Substanzen (Zymophosphat), ist an di 
Gegenwart dieses Aktivators gebunden. Die durch diesen Aktivai«, 
vermittelte Wasserstoffaktivierung kann durch arsenige Saure vergiltet 
werden. 

Bei der durch Kochsaft reaktivierten Atmung gewaschener Musk«| 
spielen arsenunempfindliche Oxydationen eine gréBere Rolle als im 
ungewaschenen Muskel. In dieser arsenunempfindlichen Atmung spiclt 
Adenylsiure bzw. Adenylpyrophosphorséure und Zymophosphat ein 
gewisse Rolle. 

Es wird auf die mégliche Bedeutung eines reversibel reduzierbaren 
Farbstoffs in tierischen Zellen hingewiesen. 

Es wird iiber negative Ergebnisse in Versuchen mit Glutathion 
berichtet. 
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Uber die .Antiglyoxalase~ des Pankreasgewebes. 


Von 


L. v. Vargha. 
Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Szeged.) 


(Eingegangen am 22. Januar 1932.) 


Von Dudley und Dakin ist gezeigt, daB die Wirksamkeit der 
von C. Neuberg und von ihnen entdeckten Glyoxalase, die 'Methyl- 
glyoxal zu Milchsfure und Phenylglyoxal zu Mandelsaiure zu _ver- 
wandeln vermag, durch Pankreasausziige gehemmt werden kann. 
Spiter wurde von Winfield und Hopkins gezeigt, daB die Milchsaure- 
pildung im Muskel und in Muskelextrakten durch Pankreasausziige 
velhemmt werden kann. Es lag auf der Hand, diesen EinfluB der 
Pankreasausziige auf die Antiglyoxalase zuriickzufitihren. Es wurde 
edoch durch McCullagh, Case, Harrison und Mellanby gezeigt, daB 
liese Hemmung der Milchséurebildung durch Pankreasausziige mit 
lem Diastasegehalt der letzteren parallel geht. Durch Diastase konnte 
eine Ahnliche Hemmung erzielt werden. Somit konnte also der hemmende 
EinfluB des Pankreas auf Milchséiurebildung im Muskel durch die 
inwesende Diastase erklart werden. Es konnte aber durch die Diastase 
nicht die Hemmung der Milchsaurebildung in den Versuchen von Dudley 
ind Dakin erklart werden, in denen die Milchséure aus Phenylglyoxal 
sebildet wurde. Falls die Versuche von Dudley und Dakin keine andere 
Deutung erhielten, muBte doch angenommen werden, daB trotz der 
genannten Aktivitét der Diastase im Pankreas auch noch eine Anti- 
glyoxalase anwesend sei. 

Unsere Versuche hatten zum Ziele, diese Antiglyoxalase zu reinigen 
ind weiter zu untersuchen. Als Substrat der Aktivitat der Glyoxalase 
rerwendeten wir Phenylglyoxal, das nach der Methode von M. Henze 
hergestellt wurde. 

Zunachst wurden die Versuche von Dudley und Dakin wiederholt. 
\lle Angaben dieser Forscher konnten bestatigt werden. Bei der 
weiteren Untersuchung fanden wir aber, daB das Phenylglyoxal mit 
Proteinen, Aminoséuren und Amiden sehr rasch eine irreversible Re- 
iktion eingeht. Dieser Umstand, der mit den Befunden von Neuberg 
ind Kobel sowie Barrenscheen, Braun und Dreguss in guter Uberein- 
stimmung steht, machte einen weiteren Fortschritt, namentlich das 
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quantitative Verfolgen der Aktivitét der Glyoxalase bzw. de: 
glyoxalase unméglich. Das dem Muskel bzw. Muskelextrakt zuges: ‘71 
Phenylglyoxal verschwand bald, ohne eine aquivalente Menge 
Milchsaure zu ergeben, und die Reaktion kam zu einem Stillstand) 
Ks drangte sich somit die Frage auf, ob es iiberhaupt eine Antiglyox: lay 
gibt und ob die Antiglyoxalase in den Versuchen von Dudley und Dak) 
nicht einfach durch den Umstand vorgetéuscht ware, daB die mit dey 
Pankreasauszug zugesetzten verschiedenen Extraktivstoffe (Eiweils 
Albumosen, Aminosiure usw.) sich mit dem Substrat, dem Glyoxa 
verbanden und somit eine weitere Milchsiurebildung unméglich machite: 
Um diesen Punkt aufzuklaren, fiigten wir reinen Phenylglyoxa! 
lésungen Pankreasausziige (Pankreatin) zu, und zwar in ahnliche 
Mengen wie in den Versuchen mit Muskelextrakt. Es wurde hierly 


gefunden, daB die Pankreasausziige zu einem raschen Schwund de- 


Glyoxals fiihrten, wobei keine Milchséiure gebildet wurde, die gelly 
Verfarbung der Lésungen jedoch die Bindung des Phenylglyoxals dure! 
das EiweiB und sonstige Stoffe andeutete. 

Die Hemmung der Milchséurebildung durch Pankreaszusatz kan) 
also auf die Bindung des Phenylglyoxals durch die Extraktstoffe 2) 
riickgefiihrt werden. 


Es liegt also kein Grund vor, die Existenz einer Antiglyoxalase a) 


zunchmen. 

In vorliegender Arbeit bedienten wir uns zum Nachweis des freie; 
Phenylglvoxals der von Neuberg und Kobel beschriebenen und spite: 
auch von Barrenscheen und Dreguss mit Erfolg angewandten Reaktiv 
des Ketonaldehyds mit 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin. Die 1-Mance| 
siure wurde polarimetrisch ermittelt. 
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1 In den Versuchen von Dudley und Dakin wurde das Phenylglyoxa! 
auch nur zum Teil in Mandelsiure verwandelt; das nicht umgesetzt« 
Phenylglyoxal wurde nicht bestimmt. 
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Uber die biochemischen Leistungen zerkleinerten Rous-Sarkom- 
gewebes nach seiner Filtration. 


Von 
K. Vietorisz. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Szeged.) 


(Eingegangen am 22. Januar 1932.) 


In einer vorgehenden Mitteilung' wurde gezeigt, daB das Proto- 
plasma der Gewebe durch Verreiben mit Sand in eine stabile Suspension 
gebracht werden kann. Wie bei den meisten Geweben, so wird auch bei 
Jensens Rattensarkom und Ehrlichs Mausecarcinom dieses emulgierte 
Protoplasma durch Bakterienfilter, wie Seitz-Filter, zum gréBten Teil 
zurickgehalten. Als Indikator fiir aktives Protoplasma wurde die 
Atmung der Suspension — mit und ohne Bernsteinsiure — heran- 
gezogen. 

Bekannterweise hat das Rous Sarkom eine viel weichere, lockerere 
Beschaffenheit als andere bésartige Geschwiilste. Nach den Unter- 
suchungen Gyes scheint sogar die Infektiositaét der Rous-Filtrate mit 
der Weichheit des Tumors parallel zu gehen. 

Es konnte also daran gedacht werden, da das Rous-Sarkom 
darum infektidse, andere Geschwiilste hingegen darum inaktive Filtrate 
ergeben, weil sich das Protoplasma, an das der Virus gebunden sein 
mag, verschieden verhalt, im ersten Falle durch den Filter durch- 
gelassen, im letzten Falle durch diesen zuriickgehalten wird. 

Aus diesem Grunde schien es wiinschenwert, die eingangs ge- 
nannten Untersuchungen auch auf Rous-Sarkom auszudehnen, um 
das Verhalten des Plasmas bei diesen verschiedenen Geschwiilsten 
vergleichen zu kénnen. Unsere Ergebnisse mit Rous-Sarkom sind in 
umstehender Tabelle wiedergegeben, die aus dem Mittelwert zweier 
gut iibereinstimmender Versuche zusammengestellt ist. Zahlen und 
Zeichen haben dieselbe Bedeutung wie in unserer vorigen Arbeit. 


1 K. Vietorisz u. A. Szent-Gyérgyi, diese Zeitschr. 240, 480, 1931. 
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Aus dieser Tabelle geht hervor, daB das Protoplasma des Rous. 


Sarkomgewebes durch den Filter ebenso zuriickgehalten wird wie das 
Plasma anderer Geschwiilste. Die Infektiositét des Filtrats wird 
also nicht durch eine erhéhte Filtrierbarkeit des Protoplasmas begleite: 
Die Filtrierbarkeit des Krankheitserregers bei Rous-Sarkom kann 
also nicht mit einem verschiedenen Verhalten des Plasmas in Zu- 
sammenhang gebracht werden. Der Unterschied zwischen Rous. 
Sarkom und anderen Geweben in bezug auf Filtrierbarkeit muB also 
im Krankheitserreger selbst gesucht werden. 
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Uber die optische Aktivitat 
und Koagulation der Abbauprodukte des Caseins I. 


Von 
Br. Jirgensons, 
\us dem Chemischen Institut der Lettlindischen Universitat in Riga.) 


(Eingegangen am 23. Januar 1932.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


Vor kurzem wurde tber die GesetzmaBigkeiten berichtet, die 
man bei der Koagulation der Albumin- und Starkesole durch Alkohole 
und andere organische Stoffe beobachten kann!. Es wurde gefunden, 
lajB die verwendeten Stoffe bei bestimmten Konzentrationen ein 
Flockungsmaximum (und ferner ein Flockungsminimum) aufweisen. 


Die Lage der Optima wird durch die Dielektrizitaétskonstante (DK) 
les organischen Stoffes bestimmt. wobei zwischen den beiden GréBen 
maximal flockende Konzentration und DK) ein linearer Zusammenhang 
festgestellt wurde. Es ist nun bemerkenswert, daB die genannten Gesetz- 
maBigkeiten allgemeingiiltig zu sein scheinen. Bei der Koagulation mit 
rganischen Stoffen und Salzen hatte Verfasser dasselbe schon friiher 
ei Casein- und Hamoglobinsolen gefunden*. Ahnliche Diskontinuitaéten 
wurden auch bei einigen schwach solvatisierten Kolloiden beobachtet?. 
WV. Boltelsky und Ch. Radovensky-Cholatnikov geben an, daB auch einige 
hemische Reaktionen (z. B. Reduktion der Chromsaure) in Wasser-Alkohol- 
gemischen bei bestimmten Konzentrationen des Alkohols eine maximale 
Geschwindigkeit haben’. Diese Maxima fallen gerade in dasselbe Kon- 
zentrationsgebiet wie die Flockungsmaxima. 

Es ist ferner bekannt, daB einige Pflanzenproteine (Gliadin) ein 
ldslichkeitsoptimum in Wasser-Alkoholgemischen zeigen. Dieses 
Optimum deckt sich fast vollstandig mit dem Flockungsminimum des 
\lkohols {z. B. bei der Flockung von Albumin). Ein ahnliches Léslich- 


1 Br. Jirgensons, Zeitschr. f. physik. Chem. 158, 56, 1931; diese Zeitschr. 
240, 218, 1931. 

2 Ebendaselbst 195, 134, 1928; Kolloidzeitschr. 46, 114, 1928; 47, 236, 
1929; diese Zeitschr. 240, 218, 1931. 

3 4. Janek u. Br. Jirgensons, Kolloidzeitschr. 41, 40, 1927. 

* Zeitschr. f. anorg. Chem. 199, 241, 1931. 
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keitsoptimum hat auch die von C. Paal hergestellte Protalbinsau 
(Abbauprodukt des Albumins mit verdiinnter NaOH). A. Fodor \:1 
S. Kuk* haben vor kurzem beim Abbau des Caseins durch heile, 
Glycerin optisch-aktive peptonahnliche Produkte gewonnen, die i) 
Wasser-Alkoholgemischen ein Maximum der Léslichkeit aufweis«; 
Da die Produkte auch in Wasser léslich sind, so scheinen sie zur Unter 
suchung der Flockungserscheinungen sehr bequem zu sein.  &s 
interessierten mich diese Substanzen auch in einer anderen Bezishuny 
und zwar in Hinsicht auf die optische Aktivitat der genannten Stoffi 
O. Lutz? hat eine sehr einfache graphische Methode zur Bestimmuny 
der Konfiguration NH,- und GOOH-haltiger Stoffe vorgeschlage 
und zuerst bei optisch-aktiven substituierten Asparaginen mit guten 
Erfolg angewandt. O. Lutz und Br. Jirgensons* hatten ferner mit 
dieser Methode auch die natiirlichen Aminoséuren untersucht, wobe 


gefunden wurde, da®B alle natiirlichen Aminoséuren zu der gleiche: 


Reihe (Linksreihe) gehéren®. Es ist nun interessant, die Frage zu klarey 
ob die Methode auch bei den Polypeptiden und ahnlichen hoc! 
molekularen NH,- und COOH-haltigen Stoffen anwendbar ist ode: 
nicht. Das nach der Methode von Fodor und Kuk (l.c.) gewone. 
Produkt erwies sich dabei als ein sehr gutes Objekt. Es gibt eine charak 
teristische Drehkurve, aus deren Verlauf Schliisse in bezug auf dir 
Konfiguration und Struktur méglich sind. 


1. Herstellung und Kigenschaften der Produkte. 

8 g Casein nach Hammarsten wurden in 100 g wasserfreien Glycerin- 
bei 125 bis 145° gelést, und die Lésung nach ein- bis dreistiindigen 
Erhitzen und darauffolgender Abkiihlung bis 100° in 1 Liter Alkoho! 
gegossen. Das Rohprodukt wurde in kaltem Eisessig gelést, nac! 
24 Stunden (oft geschiittelt) durch Glaswolle tiltriert® und das zal 
Filtrat mit Ather gefallt (starkes Riihren). Der Niederschlag wurc 
abgenutscht und mehrmals mit Ather gewaschen, bis kein Essigsiure- 
geruch mehr wahrnehmbar war, und im Vakuumexsikkator iibe: 
Natronkalk mindestens 1 Woche gehalten. Ausbeute 2,5 bis 3,5 g. 


1 Ber. 35, II, 2195, 1902. 

* Diese Zeitschr. 240, 123, 1931. 

3 Ber. 62, 1916, 1929; O. Lutz, Festschrift zum fiinfzigjahrigen Jubiléun 
des Rigaschen Polytechnischen Instituts 1862— 1912, 8. 83, 1912 (W.H 
Hacker, Riga). 

* Ber. 63, 448, 1930; 64, 1221, 1931. 

5 Vgl. dazu P. Karrer u. Mitarbeiter, Helv. chim. Acta 2, 436, 191% 
3, 244, 1920; 6, 411, 457, 1923; 9, 301, 1926 u. a.; sowie K. Freudenberg 1: 
Mitarbeiter, Ber. 47, 2027, 1914; 55, 1339, 1922; 60, 2447, 1927; 61, 1085 
1928; 63, 2380, 1930 u.a.; G. W. Clough, J. Chem. Soc. 118, 526, 1915 

® Die Glaswolle hielt einen betrachtlichen Teil eines gallertartigen 
Niederschlags zuriick, der in Wasser unléslich ist. 
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Die Herstellungsversuche wurden variiert, indem einige Portionen 
Caseins eine kiirzere Zeit und bei einer niedrigeren Temperatur mit 


inséure 


cle 

dor vin Giveerin behandelt wurden als die anderen. Erhitzt man z. B. nur 1 Stunde 
1 heives bei 125 bis 135°, so kommt man endlich zu einem Produkt, das sich in Wasser 
die i; «hwer lést und eine opaleszierende Lésung mit starkem TJ yndall-Kegel 
fweise git. Das Drehungsvermégen und der N-Gehalt solecher Produkte ist 
Unter kleiner als bei den starker behandelten. Diese geben in Wasser vollstandig 


klare, etwas braunlich gefarbte Lésungen, die keine Opaleszenz und einen 

















= & sehr schwachen JT yndall-Kegel aufweisen. Im Ultramikroskop wird dieser 
ighung nur zu einem kleinen Teil differenziert. 
Stoff : , : = iB ; é 
— Die wichtigsten Eigenschaften dieser in verschiedener Weise 
mmr . . ae 
— hergestellten Produkte sind in der Tabelle I zusammengestellt. 
Chhiage) 
guten Tabelle I. 
ver mit 
wobe) : ‘ Spezitisches 
° = : Drehungsver- N-Gehalt aH 
sleicher = Herstellung Eigenschaften der migen [a], nach n ae 
klare n 4-* wasserigen Lésung im Wasser Ajeldahl Lisung 
“ 
a¢ c= 1,000, t= 18° 
hoc} nies 
st ode : . 
wonen a Casein erhitzt mit trib, opaleszierend, 58,0" 12,88 % 3,94 
: Glycerin, 1 Std. bei starker Tyndall- 
sharak 125 bis 135° kegel, leicht fallbar 
auf die b Casein + Glycerin klare Lésung, sehr 64,2 4,08 
erhitzt, 21/,Std.bei schwacher Tyndall- 
125 bis 135° kegel 
ebenso wie b ebenso wie b 64,0 13,30 4.03 
d Casein + Glycerin ebenso wie b 67,5 13,54 4,05 
yeerins erhitzt, 3 Std. bei 
ndigen 130 bis 145° 
Wkoho! 
, Nnacl Die wasserigen Loésungen aller Produkte 
s ziahe reagieren auf Lackmus deutlich sauer und 
wurde flocken bei Zugabe von n HCl oder n H,SO, 
yséiure- aus. Mit n Essigsiure entsteht aber keine _ 
iibes lriibung. Eine Fallung ist ferner mit n/100 &| 
g. NaOH zuerhalten. In iiberschiissigem NaOH S| 
ist der Niederschlag wieder léslich. Das %& 
Flockungsoptimum liegt zwischen px 48 4 
bilaun bis 7,2 (Produkt d) und py = 4,1 bis 6,9 | | 
(WwW. H (Produkt a). In der Abb. 1 sind die Stabilitats- ; 
verhaltnisse beider Stoffe graphisch dargestellt ; 
1919 pa wurde mit der Wasserstoffelektrode in i 
ea : » : » : Abb. 1. 
berg \1 ),2°%,igen wasserigen Lésungen bestimmt und =F 
1083 durch Zugabe von n/100 NaOH variiert. 
91s , ‘ 
- Die Lésungen der Abbauprodukte werden ferner von allen ver- 
rtigen 


wendeten Salzen geflockt. Es wurden NaCl, KCl, CaCl,, CuCl,, AlCl,, 








i 
| 
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K, SO, und KCNS in 0,2 bis 2 mol. Lésungen verwendet. Die Flocking 
ist irreversibel, und der Niederschlag lést sich nicht im UOberse hus 
des Salzes. Die einwertigen Kationen wirken anscheinend ebens 
stark flockend wie die mehrwertigen. Auch die Wertigkeit des Anion, 
hat keinen entscheidenden EinfluB. Nur mit dem durch Hydrolys 
basisch reagierenden Salzen ist der Niederschlag in iiberschiissiye; 
Salzlésung léslich (px!). Das Produkt d ist gegen Salze stabiler als a 
In 0,1°%iger Lésung von d geniigen 0,12 Mol im Liter NaCl, um ein 
deutliche Triibung hervorzurufen; Produkt a triibt sich unter denselbe; 
Bedingungen schon bei 0,06 Mol im Liter NaCl. 


2. Die Drehkurve. 


Die graphische Methode von O. Lutz (l.c.) besteht in folgendem 
Man nimmt fiir eine Versuchsreihe stets dieselbe Menge optisch-aktive; 
Verbindung und versetzt die einzelnen Proben mit ansteigenden Menge: 
Saure oder Base. Die erhaltenen Drehwerte tragt man in ein Kurver 
system ein, auf dem die Abszisse die positiven oder negativen Drehwert: 
bedeuten, die Ordinate dagegen die Anzahl! der hinzugefiigten Molekiil 
Salzsiure oder Natriumhydroxyd. Die gewonnenen Punkte verbindet 
man zu einer Kurve, und aus deren Verlauf, besonders im sauren Teil 
lassen sich Schliisse auf die Zugehérigkeit der Verbindung zur Rechts 
oder Linksreihe ziehen. Es wurden in dieser Weise auch die meiste: 
natirlichen Aminoséiuren: untersucht, wobei sich herausstellte, dati 
sie zu ein und derselben Reihe (Linksreihe) gehéren. Der Verlauf de: 
Kurven im sauren Teil ist immer der Gleiche: mit steigender Saure 
konzentration wachst der Drehwert im positiven Sinne. 

Aus dem Kurvenverlauf sind ferner Schlisse beziiglich der Kon 
stitution des untersuchten Stoffes méglich. Es ist bemerkenswert, dati 
alle neutral oder basisch reagierenden Aminoséiuren héchstens einen 
scharfen Wendepunkt aufweisen. Die sauer reagierende Asparagin 
siure, die auf zwei Carboxylgruppen nur eine Aminogruppe hat, zeigt 
dagegen im basischen Teil der Kurve zwei Wendepunkte. 

Es wurde nun auf Grund des oben beschriebenen Prinzips dit 
Drehkurve des Produktes ¢ ermittelt. 0,2500 g von ¢ wurden in 25 cem 
Kolben eingewogen und in Wasser oder Salzsiure (auch Natrium 
hydroxyd) gelést. Alle untersuchten Lésungen waren ganz klar. Di 
Bestimmung der Drehwerte wurde mit einem Polarisationsapparat mit 
dreifach geteiltem Gesichtsfeld bei rotem Licht (Schwerpunkt_ bei 
H, = 656 wu) ausgefiihrt. Die Resultate sind in der Tabelle IL und 
Abb. 2 zu sehen, wobei in diesem Falle die beobachteten Drehwerte 
auf der Ordinate, die hinzugefiigten Molekiile Saiure oder Base auf ce! 
Abszisse aufgetragen sind. Bei der Berechnung der molekularen Ver 
haltnisse (Mol HGl oder NaOH auf 1 Mol des Polypeptids) wurde fi 
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Tabelle Il. 
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Mol HCl oder NaOH Mol HC! oder NaOH 
auf 1 Mol ¢ l«]n, auf 1 Mol “y l“], 
1 Mol e: 9 Mol HCl — 54,0° 1 Mol ¢ : 2,0 Mol NaOH 67,0° 
li « €¢238 « Se — 55,1 1 . ¢«:25 ., NaOH 72,2 
1 . ¢ im Wasser — 64,0 t , e:38 , mee 77,0 
l c : 0,25 Mol NaOH — 66,3 1. «:90 . NaOH — 77,2 
1 e:0,5 , NaOH — 54,2 
Mol #02 Mo/ Na Of 
a See SSE SNE oe oe. a 
| 
| | 
} ao } 
JO} 
| | 
zy | 
ZF yw} i 
& 
} | gl 
| me > 
| \ 
a \ 
\ 
. — $0 io 5 
Abb. 2. 


e das Molekulargewicht 900 genommen?. Die Versuche wurden bei 18° 
(+ 1°) im 1-dm-Polarisierrohr ausgefiihrt. Jede der angefiihrten 
Zahlen ist der Mittelwert von sechs bis acht bis zu + 0,02° iiberein- 
stimmenden Ablesungen. 

Man sieht, daB die negativen Drehwerte bei der Zugabe von 
wachsenden Mengen Salzséure kleiner werden, im positiven Sinne also 
groBer. Mit kleinen Mengen NaOH sind sichere Werte nur bis 0,5 Mol 
NaOH auf 1 Mol des ¢ zu erhalten. Bei weiterer Zugabe von n/100 
NaOH werden die Lésungen triibe und geben nicht mehr sichere 
Resultate. Der punktierte Teil der Kurve fallt mit der Flockungszone 
des Produktes zusammen. Weiterhin bei 2 Mol NaOH auf 1 Mol c 
sind die Lésungen wieder ganz klar. 

Produkt d gibt eine ahnliche Drehkurve. Z. B. in Wasser wurde 
[a], = — 67,5° erhalten; mit 9 mol. HCl aber nur — 64,0°. Im 


basischen Teil liegen in diesem Falle die Wendepunkte noch naher an 


1 4A. Fodor u. S. Kuk (1. c.) hatten fiir die Abbauprodukte das Molekular- 
gewicht 913,64 berechnet, aber nur 785 gefunden. Diese zu niedrige Zahl 
wird durch die Dissoziation der Molekiile erklart. 





; 
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der Ordinate als bei c. Mit 0,25 Mol NaOH auf 1 Mol d wurde [zx 


56,0° erhalten, mit 0,5 Mol NaOH auf 1 Mol d — 64,0°. Es ist 


daher méglich, daB in diesem Falle der eine Wendepunkt sehr na\y 
an der Ordinate liegt, der zweite aber ungefahr bei 0,25 Mol NaQu 

Mit Produkt « sind die Versuche nicht einwandfrei ausfiihr}:; 
weil es schon in wasseriger Lésung nicht ganz klar ist. Bei Zugabe y.) 
0,25 Mol NaOH kann durch die Lésung im Polarisierrohr nicht meh 
durchgesehen werden. 

Vergleicht man nun die erhaltene Drehkurve mit denen der nati 
lichen Aminosauren, so sieht man, daB die Kurven sehr ahnlich sind 
Erstens kann man schlieBen, daB die polypeptidahnlichen Abbau prod ut: 
des Caseins dieselbe Konfiguration wie die natiirlichen Aminosdure, 
haben. Bei der gegenseitigen Verbindung der Aminoséuren zu_ hoc! 
molekularen Polypeptiden, wenigstens im Falle der Caseinkomplex 
iindert sich die Konfiguration also nicht. Aus der Tatsache, daB dir 
Drehkurve im basischen Teil zwet Wendepunkte hat, kann man weite: 
schlieBen, daB das entsprechende Objekt auf eine Aminogruppe zwei 
Carboxylgruppen im Molekiil hat. A. Fodor und S. Kuk (I. c.) habe: 
das analytisch bewiesen. 


3. Die Flockungsversuche. 

In dieser Versuchsreihe wurde die Flockung durch organiscl« 
Stoffe bei bestimmtem pg studiert. Verwendet wurden 1] °,ige wasserig: 
Lésungen der Abbauprodukte a, 6, ¢ und d, wobei eine deutliche Ver- 
schiedenheit zwischen den genannten Stoffen auch in dieser Hinsicht 
konstatiert wurde. Mit Alkohol sind die Stoffe in reiner wasserige: 
Lésung schwer fallbar. Schon starker flockend wirkt Phenol und Re. 
sorcin. In einer 0,4°%,igen Lésung des Produktes d erzeugt Resorcin eine 
deutliche Triibung schon bei 0,1 Mol Resorcin im Liter des Gemisches 

Die Flockung mit organischen Stoffen — hauptsachlich Alkoholen 
wurde nun in Lésungen beobachtet, deren pg durch Natriumhydroxy« 
etwas erhéht wurde. Die Hauptserien wurden bei py = 4,4 ausgefiihrt 

In einer Reihe von Reagenzglaisern wurde die NaOH-haltige Lésuny 
des Abbauproduktes hineinpipettiert und dazu wachsende Mengen des 
organischen Stoffes zugegossen. Die Gesamtvolumina der Gemische waren 
in allen Fallen die gleichen (12,5 cem). Die Konzentration des untersuchten 
Stoffes im Gemisch wurde in allen Serien konstant gehalten: 0,08°,. Die 
Flockung wurde nach 5 bis 10 Minuten, dann nach 2 bis 4 Stunden und 
zuletzt nach 24 Stunden beobachtet und mit Hilfe eines Zeissschen Stufen 
photometers zahlenmaBig verfolgt. Als Vergleichslésung wurde stets dic 
unter denselben Bedingungen hergestellte Losung des Produktes ohm 
organische Stoffe (Grundlésung) genommen. 


Es wurde nun festgestellt, da8 Athyl- Isopropyl- n-Propylalkoho! 
und Aceton ein Flockungsmaximum und -minimum aufweisen. Bei 
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OQ) tische Aktivitat u. Koagulation d. 


Methylalkohol sind die Diskontinuitaten sehr undeutlich. 


der Abbauprodukte 6 und ¢ — die 
besitzen — 
flockenden Konzentrationen und 
der Alkohole zu ersehen. 


haltnisse anders zu sein. Produkt a fl 


In der Tabelle UI sind die wichtigsten 
g zwischen den maximal flockenden 


In der Abb. 3 ist der Zusammenhan 


Konzentrationen und den DK der . 


Beim Pr 


Abbauprodukte d. Caseins. I. Ze 


Im Falle 
» gleiche Stabilitat gegen Alkohole 


ist ein linearer Zusammenhang zwischen den maximal 


Dielektrizitatskonstante (DK) 
odukt d dagegen scheinen die Ver- 


der 


ockt viel leichter aus als die anderen. 


Xesultate zusammengestellt. 


\lkohole graphisch dargestellt. 
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Abb. 3. 
Tabelle ITI. 

Produkte 6 oder c und die Alkohole. Die Flockungsmaxima und -minima 
pH 4.4. (Genauigkeit bei der Bestimmung der Maxima 0.1 bis 
0,2 Mol/Liter.) 

Maximum Maximum Minimum Minimum 
DK bei ej bei hei 
Mol Liter Vol Mol Liter Vol 
CH,OH 31.5 9.8 40 11,5—13 50—60 
CH,.CH,.OH 20,5 5.6 33 9g—10 55—60 
CH,.CH,.C H,.OH 13.8 3.3 25 4.5 7 5 —60 
(CHs),CH.OH 13,8 3.6 28 6 46 


Durch Erhéhung des px wird 
die Alkoholflockung verstarkt, und 
die Maxima und die Minima werden 
etwas verschoben. In Abb. 4 ist 
die Flockung des Abbauproduktes 6 
durch Athylalkohol bei pu = 4,4 
und 4,9zuersehen (Koagulationsgrad 
24 Std. nach der Zusammengabe). 


Man muB aber bemerken, daB die 
Kurven in bezug auf den Flockungs- 
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226 Br. Jirgensons : 


schieden stark getriibt. Nur die Punkte jeder Kurve fiir sich sind vergl 
bar; die Reihe mit px 4.9 ist auch bei kleinen Alkoholkonzentratio: 
starker geflockt als die Reihe mit PH 4,4. Die Punkte der ersten 
kleinen Konzentrationen des Alkohols) liegen niedriger als bei der zweiten } 
deshalb, weil die Vergleichslésung im ersten Falle etwas triibe ist, im zweit 
aber ganz klar. Aus dieser Relativitat kénnte man dadurch einen Ausw 
finden, daB man statt des alkoholfreien Gemisches als Vergleichsob) 
z. B. destilliertes Wasser, oder einen triiben Glaskérper verwendet. 
diesem Falle sind die von verschiedenen Serien erhaltenen Triibungszah!e; 
besser vergleichbar. Aber auch solche Arbeitsweise hat ihre Nachteil 
\bb. 5 zeigt die Flockung des Produktes 6 mit normalem Propy! 
alkohol bei po = 4,4 und 4,9. Im Bereich des Minimums sind |. 
pu — 4,9 die Gemische klarer als die Vergleichslésung (ohne Alkoho! 
Propylalkohol wirkt also bei bestimmten Konzentrationen viel starke: 
peptisierend als Athylalkohol. Die Nichtflockungszone ist auch breit: 
als bei C,H;OH (Flockungsgra: 
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Abb. 5. CH, CH,CH,OH. Abb. 6. Produkt d 


Die Wirkung des Isopropylalkohols zeichnet sich durch die Schirfi 
des Minimums aus. 

Die Flockung des Produktes d bei pa = 4,4 ist aus der Abb. 6 
ersichtlich. Athylalkohol hat in diesem Falle das Maximum bei 4,0 Mo! 
im Liter oder 24 Vol.-°,. Die Flockungskurve des n-Propylalkohol- 
ist der von dem Produkt 6 sehr ahnlich: mit Methylalkohol wurden 
in diesem Falle keine Diskontinuitaéten festgestellt. 

Die Koagulation wurde ferner mit Athylalkohol in Gegenwart 
von Calciumchlorid ausgefiihrt. Geflockt wurde das Produkt 6 bei 
pu = 4,0. Es wurden drei Serien mit CaCl, 0,004, 0,04 und 0,4 Mo! 
im Liter des Gemisches und variierenden Mengen des Alkohols beob 
achtet. Die Maxima treten nur im Falle kleiner Salzkonzentratione: 
zutage. Beim Casein sind die Verhaltnisse anders: im Falle klein: 
Salzkonzentrationen wirkt Alkohol sensibilisierend (keine Diskont 
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sche Aktivitat u. Koagulation d. Abbauprodukte d. Caseins. 


nuitaten), und nur bei der Koagulation mit sehr konzentriertem Calcium- 
orid ist die Stabilisation feststellbar. Aus der Abb. 7 ist das Ver- 
halten des Spaltproduktes 6 zu sehen; Abb. 8 zeigt die Flockung des 
nveranderten Caseins durch GaCl, und C,H;OH?. 





> Hockungsgrad 





0&7 00D HD WD0W UHM 
Vol- aes Mhohols 





Vol-%o aes Mlk ohols 





Abb. 7. Abb. 8. 
Abbauprodukt b. Unveriandertes Casein 
I. CaCl, 0,004 Mol im Liter I. CaCl, 0,004—0,04 Mol im Liter 
Il. CaCl, O04 4, oY ‘ II, Cal ly 0,4 Mel. im Liter 


III. CaCly 0,4 e - ‘ 


Zusammenfassung. 


Casein nach Hammarsten wurde nach der Methode von A. Fodor 
duch Erwarmung mit Glycerin abgebaut und die optische Aktivitat 
und Koagulation der peptonihnlichen Abbauprodukte studiert. Es 
wurde gefunden, daB: 

1. Bei den untersuchten hochmolekularen Produkten die von 
0. Lutz vorgeschlagene und von O. Lutz und Verfasser bei den natiir- 
lichen Aminoséuren angewandte graphische Methode zur Bestimmung 
der Konfiguration anwendbar ist. Die Spaltprodukte erwiesen sich 
dabei als zugehérig zu derselben Reihe wie die natiirlichen Aminosduren 
(Linksreithe). Mit wachsendem Séaurezusatz werden die negativen 
Drehwerte kleiner, im positiven Sinne also gréBer. Im basischen Teil 
wurden zwei Wendepunkte festgestellt, ebenso wie bei der zweibasischen 
Asparaginsaure. 

2. Die wasserigen Lésungen der Spaltprodukte flocken bei Zugabe 
von n/100 NaOH aus; der Niederschlag ist im iiberschiissigen NaOH 


wieder léslich. Die Flockungszone liegt bei px 4.8 bis 7,2 (bei einem 
anderen Produkt, das durch eine schwaéchere Behandlung des Caseins 
hergestellt wurde, liegt die Zone bei pu 4,1 bis 6.9). Die wasserigen 


Lésungen der genannten Stoffe werden auch durch n HCl] und H,SO, 
und von verschiedenen Salzen ausgeflockt. Die Flockung ist irreversibel., 
und der Niederschlag lést sich nicht im UberschuB des Salzes. Die Losungen 
der Abbauprodukte werden ferner von Phenol und Resorcin ausgeflockt 

3. Gegen Alkohole sind die wisserigen Lésungen der Abbau- 
produkte stabil. Wird aber das py der Lésung etwas erhéht, so kann 


1 Br. Jirgensons, Kolloidzeitschr. 47, 236, 1929. 
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man auch mit verschiedenen Alkoholen und Aceton Koagulat 


hervorrufen. Der Flockungsgrad ist aber der zugesetzten Alkoholm 


nicht proportional. Bei variierenden Konzentrationen des Alko} 


und konstanten anderen Bedingungen wurden Kurven mit ei 
Flockungsoptimum und einem Flockungsminimum erhalten. 


Die Lage der Maxima und Minima ist bei jedem Alkohol verschie 


Die Spaltprodukte, die in verschiedener Weise hergestellt wurden, 
auch in bezug auf die Alkoholflockung nicht ganz gleich. Bei einigen 
diesen wurde ein linearer Zusammenhang zwischen den maximal-flocke: 


Konzentrationen und der Dielektrizitaétskonstante der Alkohole festgest: 


Durch geringe Erhéhung des px wird die Alkoholflockung verstarkt 
die Maxima und Minima etwas verschoben. 


4. Bei der Koagulation der Lésungen der Abbauprodukte du 


Caleiumchlorid und Athylalkohol ist ein Flockungsmaximum nur im | 


kleiner Salzkonzentrationen zu beobachten. Dieses Verhalten des unte: 


suchten Abbauproduktes wurde mit der Alkohol-Salzflockung des 
verainderten Caseins verglichen. 
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Eine nephelometrische Mikromethode zur Bestimmung 
des Cholesterins'. 


Von 


0. Miihlboek, C. Kaufmann und Il. Wolff. 
(Aus der Universitaéts-Frauenklinik der Charité.) 
(Eingegangen am 23. Januar 1932.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Wenn zu der groBen Zahl der angegebenen Cholesterinbestimmungs- 
methoden nach verschiedensten Prinzipien und mit mannigfachen 
Modifikationen in der folgenden Mitteilung noch eine weitere Methode 
hinzugefiigt wird, so sind einige rechtfertigende Erklarungen notwendig. 

Bei der Beurteilung und Bewertung der einzelnen bisher vorliegenden 
Methoden, auf die wir naher in unserer Mitteilung tiber die gravi- 
metrische Cholesterinbestimmung? eingegangen sind, mu8 man beriick- 
sichtigen, welche Anforderungen im Einzelfalle an die Genauigkeit 
der Cholesterinbestimmung gestellt werden. Spielt z. B. fiir den Kliniker 
nur die Feststellung grober Abweichungen des Cholesterinhaushaltes 
von der Norm eine Rolle, so mégen die kolorimetrischen Methoden 
genigen. Ihre Fehlerbreite ist jedoch (worauf wir kiirzlich auf Grund 
von Vergleichsanalysen nochmals hingewiesen haben) so groB, daB 
diese Methoden zu jeder wissenschaftlichen Untersuchung unzu 
reichend sind. 

Von berufener Seite ist daher schon seit Jahren immer wieder die 
Anwendung der von Windaus angegebenen Bestimmungsform les 
Cholesterins mit Digitonin gefordert worden. Das Digitonin ist bishe1 
der einzige Kérper, der eine genauere Charakterisierung des Chole- 
sterins erméglicht. Die Schwierigkeiten, die einer allgemeinen Einfiihrung 
des Digitoninprinzips im Wege stehen, sind in der Bestimmungsform 
des Cholesterin-Digitonids zu suchen. 


1 Durchgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft. 
2 Diese Zeitschr. 233, 222, 1931. 
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Das einfache von Windaus eingefiihrte Verfahren, die gravimetri 
Bestimmung des Cholesterin-Digitonids, findet bei Untersuchunge; 
in Koérperfliissigkeiten und in Organen seine Schwierigkeit darin, 
meist nicht die zur Makrowaigung notwendigen groBen Cholest: 
mengen zur Verfiigung stehen. Wir selbst haben ein Verfahren }\ 
schrieben, daB bei Anwendung einfacher Manipulationen die | 
stimmung in 10 ccm Blut oder Serum erméglicht. Eine weitere Hera} 
setzung der Materialmenge war fiir viele Untersuchungen erforderlic| 


Man hat die Einfihrung einer gravimetrischen Mikrobestimmuny 


versucht. Szent-Gydrgyi hat die Methode fiir das reine Cholesteri: 
ausgearbeitet, Mancke die gravimetrische Mikrobestimmung fiir B)yt 
und Serum angegeben. Durch Einfiihrung dieser gravimetrische: 


Mikromethode ist zwar die Schwierigkeit der Materialbeschaffung 


behoben, doch muf dafiir eine wesentliche Erschwerung der Arbeits. 
methode mit in Kauf genommen werden. Wir haben uns daher die Avi 
gabe gestellt, eine einfache zuverlissige Mikrobestimmungsform ce: 
Cholesterin-Digitonids zu finden. 

Bei Ausarbeitung einer neuen Methodik, die bei kleinen Materi 
mengen genaue Werte liefert und einfach durchzufiihren ist, mult 
das Prinzip der Gravimetrie verlassen werden. Wir haben dahe: 
ohne Minderung der Zuverlassigkeit — die nephelometrische Be. 
stimmung des Cholesterin-Digitonids eingefiihrt. Die nephelometriscl« 
Bestimmungsmethode, die eine Bestimmung des freien Cholesterins 
und der Cholesterinester erméglicht, ist so ausgestaltet worden, dali 
sie mit den einfachsten Mitteln und mit geringen Materialmenge: 
durchzufihren ist. Sie erfordert keine besondere Ubung und Erfahrung 
in chemischen Arbeitsmethoden. Die Zuverliassigkeit der Methoc 
belegen wir durch gravimetrische Vergleichsanalysen an reinen Chole- 
sterin- und Cholesterinesterlésungen, an Blut, Serum und Organ. 
Untersuchungen. 


A. Versuche mit reinen Cholesterinliésungen. 
(Bearbeitet von H. Wolff.) 


Auf die Grundlagen der Nephelometrie — der Triibungsmessung 
nach dem der Kolorimetrie analogen Prinzip — und auf die Einzel- 


heiten einer exakten nephelometrischen Messung kann im Rahme 
dieser Arbeit nicht eingegangen werden. Sie diirfen wohl als allgemei 
bekannt vorausgesetzt werden. 


Wichtig fiir die genauen Bestimmungen ist ein zuverlassiges 
Nephelometer. Wir benutzten das von Kleinmann angegebene Nephe!| 
meter (Schmidt & Hdnsch, Berlin), das sich fiir andere nephelometrisc! 
Untersuchungen seit Jahren bewahrt hat. 
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Die GréBenordnung der bei unseren Versuchen verwendeten 
Cholesterinmengen wurde von Anfang an so gewahlt, daB sie den in 
ler Norm in leem Blutserum vorkommenden Mengen entsprach. 


l}ecm Serum enthalt normalerweise 1,3 bis 1,8 mg Gesamtcholesterin, 
lavon sind etwa 0,5 bis 0,7 mg freies Cholesterin. Da die Methode 
eine getrennte Bestimmung des freien und des veresterten Cholesterins 
ermdglichen sollte, muBte eine exakte Bestimmung von Cholesterin- 
mengen in einer gewissen Breite um 0,5 mg mdéglich sein. Unsere 
Methode erlaubt, Cholesterinmengen zwischen 0,2 bis 0,8 mg zu_be- 
stimmen. 

Die nephelometrische Cholesterinbestimmung wurde zuerst an 
reinen Lésungen ausgearbeitet und auf ihre Zuverlassigkeit gepriift. 
Wir sind bei der Ausarbeitung von den bei der makro-gravimetrischen 
Methode gewonnenen Erfahrungen ausgegangen. Als Lésungsmittel 
verwendeten wir den 96°igen Athylalkohol, in dem sich Cholesterin 
und Digitonin gut lésen, wabrend das Cholesterin-Digitonid praktisch 
unléslich ist. Bei der gravimetrischen Bestimmung fallt das Digitonid 
kristallinisch aus. Zu nephelometrischen Bestimmungen muBten wir 
Bedingungen finden, bei denen die Ausfillung in Form einer gleich- 
maBigen Triibung geschah. Als bestes Verfahren hat sich der Wasser- 
zusatz erwiesen. Gibt man zu der alkoholischen Lésung von Chole- 
sterin und Digitonin Wasser, so entsteht bei bestimmten Konzentrations- 
verbaltnissen eine gleichmaBige Tribung des Cholesterin-Digitonids. 

Die Luftblischenbildung, die beim Mischen von Alkohol und 
Wasser auftritt und eine nephelometrische Ablesung unméglich macht, 
laBt sich vermeiden, wenn man die weiter unten angegebenen Vorsichts- 
maBregeln gebraucht. 

Versuche, das Wasser durch andere Triibungsmittel zu ersetzen, 
ergaben keine Vorteile. Versuche mit Ather, Methylalkohol, Benzol, 
Aceton und Pyridin ergaben entweder keine Ausfallung des Cholesterin- 
Digitonids, oder das Digitonin fiel allein schon aus. Versiche, den 
Alkohol durch ein anderes Lésungsmittel zu ersetzen, hatten keinen 
Erfolg, da diese Lésungsmittel entweder eine zu geringe Léslichkeit 
fiir Cholesterin und Digitonin besaBen, oder eine zu grobe Léslichkeit 
fiir das Cholesterin-Digitonid aufwiesen, so daB eine quantitative Aus- 
fillung des Digitonids nicht méglich war. 

Als bestes Verhaltnis von Alkohol und Wasser hat sich zur Er- 
zeugung einer stets gleichmaBigen Triibung 10 ccm Alkohol + 5 ccm 


Wasser erwiesen. An Kontrolluntersuchungen war zuerst zu beweisen, 
daB Cholesterin und Digitonin allein in der zu analysierenden GréBen- 
ordnung keine Triibung ergaben. 

Wahrend die von uns bestimmten Cholesterinmengen sich zwischen 
,2 und 1 mg bewegen, zeigen erst 3,5 mg Cholesterin in 10 ccm Alkohol 
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gelost, 
fallen von Cholesterin zuriickzufiihren ist. 


Q. Miihlbock, C. Kaufmann u. H. Wolff: 


Ausfallung, wenn man 200 mg in 10 ccm Alkohol lést und dann 5. 
Wasser zusetzt, wahrend wir fiir unsere Versuche nur eine Digito: 


menge von 5mg benotigen. 


Das Cholesterin-Digitonid hingegen zeigt nur eine sehr geti 
Loéslichkeit in 
bendtigt man etwa 25ccm 98°,igen Alkohol. 
Triibungsmittels, also des Wassers, haben wir einen ungefahr 66° ive) 
Alkohol, in dem das Cholesterin-Digitonin praktisch unléslich 


Alkohol. 


Um Img Cholesterin-Digitonid zu lése) 


Nach dem Zusatz 


ei unseren Vorversuchen gelang es uns _ nicht, ng 
B \ hen gelang «€ ns nicht, 1 mg 
Digitonid in 1000 cem 66°,igem Alkohol zu lésen. 


Wahrend die zur Bildung des Cholesterin-Digitonids theoreti: 


Choleste: 


bei Zusatz von 5ccm Wasser eine Triibung, dic auf das A\, 
Digitonin ergibt noch k 


} 


re 


(Tes 


notige Menge Digitonin bei 0,2 mg Cholesterin rund 0,8 mg betragt 
und 1,0 mg Cholesterin rund 4,0 mg Digitonin verbraucht, ist es jedoc! 


ebenso wie bei der makro-gravimetrischen Methode erforderlich, da: 


zur Bildung des Digitonids verwendete Digitonin im UberschuB zuzu 


setzen. 


Um die nétige Digitoninmenge festzustellen, stellten wir ein 


Reihe von Versuche an, bei denen wir einer bestimmten Cholesterin 


menge verschiedene Mengen einer 1° igen Digitoninlésung zusetzte: 
und die so erzeugten Triibungen mit einer Lésung verglichen, di 
0,5 cem einer 1°,igen Digitoninlésung enthalt. Zur Triibungserzeugung 


verwendeten wir gleichbleibend 5 ccm Wasser. 


Diese Versuche sind in der folgenden Tabelle zusammengestel|t 
£ £ 





Cholesterin 


mg 


0.3 
03 
0.3 
0.3 
0.3 
0.3 
0.6 
0.6 
0.6 
0,6 
0.6 
0.6 
0,6 
0.8 
0.8 
0.8 
0.8 
0.8 
0.8 


0.3 eem 
04 , 
O.O 
| 2 
G7 « 
1.0 
0,3 
04 
0.5 
0.6 
yaa 
LY. 
2,0 
03 
0.4 
0.5 
0.6 
oT « 
1,0 , 


Digitonin 


° ige Digitoninlésung 


Ablesung 
(Mittel wert) 


30 ° 
30: 
30: 
30: 
: 32,8 
30 : 
30: 
30 : 
30: 
: 30.2 
: 31.6 
30: 
30: 
: 33,2 
30: 
: 39,0 
30: 
30: 
30: 


30 


30 


30 


30 


30 


30,4 
29.9 
80.0 
30.5 


34,3 
31.1 
30.0 
30,0 


31.9 
32.9 
30.8 
30,2 


31,8 
34,1 


Gefundener 


Wert 


me 


0,29 
0,30 
0.30 
0,29 
0,27 
0,26 
0,58 
0,60 
0,60 
0,60 
0.57 
0,56 
0,55 
0,72 
0.78 
0,80 
0,79 
0.75 
0,70 
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Aus der Tabelle geht hervor, daB bei den von uns angewandten 
Cholesterinkonzentrationen zwischen 0,2 bis 0,8 mg 0,5ccm einer 
|°.igen Digitoninlésung stets ausreichend fir eine quantitative 
frubung sind. 

Es ist bei allen Versuchen unbedingt noétig, daB der Digitonin- 
gusatz vor dem Wasserzusatz eifolgt. Eine Anzahl] von Ansatzen, bei 
denen wir den Versuch machten, das zur Fallung notwendige Wasser 
yorher dem Alkohol zuzusetzen, ergaben keine brauchbaren Resultate 

In einer weiteren Versuchsreihe untersuchten wir, welcher Wasser- 
qusatz das beste Resultat ergab: Wir lésten 0,6 mg Cholesterin in 
wechselnden Mengen Alkohol, denen jeweils nach Zusatz von 0,5 ccm 
einer 1°, igen Digitoninlésung wechselnde Mengen von Wasser zugesetzt 
wurden, und zwar so, daB immer eine Gesamtfliissigkeitsmenge von 
l5cem resultierte. Bei diesen verschiedenen Alkohol- und Wasser- 
konzentrationen gab weder das Cholesterin noch das Digitonin fiir sich 
allein eine Triibung. Diese Versuche sind in der folgenden Tabelle 
zusammengestellt. 


Ansatz: 0,6 mg Cholesterin und 0,5cem 1°,ige Digitoninlésung. 





Alkoholmenge | H,O-Menge Ausflockung Bemerkungen 
nach Min. 
ecm ecm 
14 1 33 rriibung schwach 
13 2 14 . 
12 3 15 
11 4 15 
10 5 12 Optimale Triibung nach 
gy 6 12 desc, 
s 7 10 
7 8 12 
6 9 0] 
5 10 7 
4 11 10 


Aus der obigen Tabelle geht hervor, daB die giinstigste Alkohol- 
menge zwischen 8 und 12ccm und die entsprechende Wassermenge 
zwischen 7 und 3ccm liegt. Wir wahlten fiir unsere Versuche eine 
Alkoholmenge von 10 ccm und einen Wasserzusatz von 5 ccm. 

Wichtig fiir die Bestimmungen ist der Zeitfaktor: Der Nieder- 
schlag braucht bis zur Erreichung der optimalen Tribung, bei der 
die Ablesung erfolgen muB, eine gewisse Zeit. Nach einer weiteren 
Zeitspanne tritt dann die Ausflockung auf, bei der eine Ablesung infolge 
der veranderten TeilchengréBe keine brauchbaren Resultate mehr 
ergibt. Es muBte untersucht werden, in welcher Zeit die optimale 
Triibung bei den verschiedenen Konzentrationen des Cholesterins 
eintritt. 
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Der Eintritt der optimalen Triibung wurde mit dem von Klein, 
angegebenen Triibungsstandard gemessen. Dieser besteht aus ei 
Mattglasréhrchen, das die Stelle einer Vergleichslésung im Nep!| 
meter einnimmt. Die folgenden Kurven zeigen die Zusammenste|| 
einer Reihe von Versuchen, bei der sechs Cholesterinlésungen 
wechselnder Cholesterinkonzentration mit dem Triibungsstandard 

verglichen worden sind. A). 
f T r — Abszisse fiir diese Kurve: 
wurde die Zeit in Minute: 


NT 402mg Cholesterin | nach dem Ansatz der Lio. 











| sungen angegeben, bei der ir 
| |  Ablesung erfolgte. Als Ordi- 
: nate wurden die abgelesene; 
— {em =" " Nephelometerwerte eingetra- 
i | gen. Die Kurven héren 
yy | dem Zeitpunkt auf, in welchen 
S re) Ca¥ me holesterin die Ausflockung eintritt. 


Die nebenstehende Kurv: 
zeigt, daB bei  geringeren 
iS , Cholesterinkonzentrationen 

die optimalen Triibungs wert: 
————- £ 07mg Cholesterin nach Ablaut von 5 Minute: 
nach dem Ansatz eintrete 
und dann langere Zeit hindurc! 


ae a - r 
a a a. konstant bleiben, bis dan 
Lat er —. — schlieBlich die Ausflockung 
Minuten : = eintritt. Bei héheren Chole- 
Abb. 1. sterinkonzentrationen tritt das 


Tribungsoptimum, wie es 
die Kurven £ und F zeigen, sehr schnell ein, andererseits flocke: 
diese Lésungen — wie es gleichfalls die Kurven £ und F zeigen 
schneller aus. 

Aus diesen Versuchen kann man zwei Schliisse ziehen: 1. dab 
die Cholesteringrenzkonzentration bei der von uns gewahlten Alkoho!- 
Wasserkonzentration nach oben 1,2 mg betraigt. Bei héherer Kon 
zentration verhindert die zeitige Ausflockung eine brauchbare Ablesung 
Andererseits betrigt die Grenzkonzentration nach unten 0,2 mg, da 
geringere Konzentrationen keine ablesbaren Triibungen mehr ergebe: 
Fiir praktische Versuche zur nephelometrischen Cholesterinbestimmuny 
wahlt man am besten Cholesterinkonzentrationen, die nicht zu diclit 
bei den oben erwahnten Grenzkonzentrationen liegen. Sehr gut 
stimmbar sind Konzentrationen zwischen 0,3 und 0,8 mg. Die Ablesung 
wird am besten nach 5 Minuten vorgenommen, da nach dieser Ze: 
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ischen den Cholesterinkonzentrationen von 0,2 bis 0,8 mg die optimale 
frubung eingetreten ist. 

Den Triibungsstandard benutzten wir weiter dazu, um festzustellen, 

) bei Lésungen mit gleichem Cholesteringehalt 1. die Triibung imme 

leich ist und 2. das Triibungsoptimum immer zur gleichen Zeit eintritt. 


| rsuch: Es wurden vier Lésungen, je 0,5 mg Cholesterin enthaltend, mit 
dem Triibungsstandard verglichen. 





Lisung gag Peed BD rcea Austlo Sang 
Triibungsstandards Min nach Min 
1 18,9 3 12 
2 18,8 3 12 
3 18,9 3 12 
4 18,7 3 12 


Hieraus geht hervor, daB gleiche Cholesterinkonzentrationen 
unter gleichen Bedingungen gleich starke Titibungen ergeben, die 
gleichzeitig ihr Triibungsoptimum und ihren Ausflockungspunkt er- 
reichen. 

Beim Vergleich von Cholesterintribungen untereinander mu 
man (wie iberhaupt bei allen nephelometrischen Vergleichen) beachten, 
daB die Konzentrationen der zu vergleichenden Lésungen nicht sehi 
stark differieren. Anderenfalls werden die Resultate ungenau, wie 
aus einer Anzahl von Versuchsreihen deutlich herverging. Zur Er- 


lauterung folgendes Beispiel: 


Versuch: Mit einer Cholesterinlésung, die 0.5 mg Cholesterin enthalt, werden 

neun Lésungen verschiedener Konzentration, von 0,3 bis 0,6 mg Chole 

sterin, verglichen. Die gefundenen Werte hatten folgendes Ergebnis und 
wiesen folgende Fehler (in Prozenten) auf: 





( holesterin-Konzentration si aeamert holesterin I —_ . 
0.3 mg Cholesterin 0,270 ~~ 36 
0,35 , a 0,325 7 
0,4 - . 0,381 5 
0,425 .. és 0.415 2 
0,45 , ™ 0,44 2 
O55 . is 0.501 0 
0,55 , 9 0,56 3 
0,575 .. = 0,60 fl 
US «. . 0,640 . 2 


Fiir exakte Untersuchungen ist es also notwendig, dab der Chole- 
steringehalt der Vergleichslésung von dem der zu untersuchenden 
Lésung um nicht mehr als 0,075 mg differiert. 
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Versuche zur Stabilisierung der Triibung. 


Um eine langere Stabilitat der Cholesterin-Digitonidtriibungen » 
erreichen und so eine Ablesung wahrend eines gréBeren Zeitraume: 
ermoglichen, fiihrten wir eine gréBere Anzahl von Versuchen mit Sch 
kolloiden aus. 0,6 mg Cholesterin wurde jeweils mit den unten erwahnte 
Kolloidlésungen versetzt und mit einer Cholesterinlésung  gleiche 
Konzentration ohne Schutzkolloid verglichen. Versuche, mit Kollodiun 
Gelatine, Starke, Mastix und Gummiarabicum eine Stabilitat de; 
Cholesterin-Digitonidtriibungen zu erreichen, fiihrten jedoch nich; 
zum Ziele. Versuche, durch Verainderung des Aziditaétsgrades ein 
Stabilisierung der Cholesterin-Digitonidtriibung zu erreichen, durc! 
Zusatz von Alkalien (Ammoniak, Natronlauge) oder von Siure: 
(Schwefelsaure) in wechselnder Konzentration, verliefen ebenfall: 
negativ. 


B. Cholesterinbestimmung bei Anwesenheit von Begleitstoffen. 

Es tolgt jetzt eine Reihe von Versuchen, bei denen den Cholesterin- 
losungen Stoffe zugesetzt wurden, die neben dem Cholesterin aus den 
Blutserum extrahiert werden und von denen festgestellt werden mubt: 
ob sie bei der nephelometrischen Cholesterinbestimmung irgendwi 
hindernd wirken. Als Beispiel fiir die Begleitstoffe, die hauptsichlic! 
zu den Lipoiden gehéren, wahlten wir das Triolein, den Cholesterin- 
ester und eine Mischung von Palmitinsaéure, Stearinsiure und Olsaur 


1. Triolein und Cholesterin- Palmitinsdureester. 

Zuerst wurde der EinfluB des Trioleins untersucht: Es wurde: 
drei Lésungen hergestellt, die in je 10 cem Alkohol 0,2, 1 und 2,5 mg 
Triolein enthielten. Dann wurde diesen Lésungen je 5ccm Wasse: 
zugesetzt. Diese Versuche ergaben, da8 Triolein in Konzentrationen 
die gréBer als 0,5 mg sind, ohne Anwesenheit von Cholesterin und 
Digitonin in der von uns angewandten Alkohol-Wasserkonzentratio: 
eine Tribung ergibt. Geringere Mengen als 0,5 mg zeigten bei nephelo- 
metrischen Vergleichen zwischen reinen Cholesterinlésungen und 
Cholesterinlésungen mit Trioleinzusatz, daB durch ihre Gegenwart 
die Triibungswerte der Cholesterin-Digitonidlésungen derart verandert 
werden, daB ein Vergleich mit einer reinen Cholesterin- Digitonidlésung 
gleicher Konzentration nicht méglich ist. Die Stérungen, die bei de: 
nephelometrischen Cholesterinbestimmung durch die Anwesenheit cde 
Cholesterinesters entstehen, sind genau die gleichen, wie die dure! 
Triolein hervorgerufenen. 


Es ist also zur exakten Cholesterinbestimmung unumginglic! 
nétig, sowohl das Triolein als auch den Cholesterinester zu entfernen 
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2. Fettsduren. 


Entsprechend den Versuchen mit Triolein wurden auch mit den 
Fettsauren zunachst Leerversuche ohne Cholesterin unternommen, 
die ergaben, daB Fettsiuren allein (wieder in 10cem Alkohol gelést, 
dann Zusatz von 5ccm Wasser) keine Triibung ergaben. Die Versuche 
wurden mit Stearin, Palmitin- und Oleinséiure in wechselnder Kon- 
zentration bis zu 5 mg durehgefiihrt. Nachdem also festgestellt war, 
daB die Fettséuren in den oben erwahnten Konzentrationen keine 
lriibung verursachen, wurde eine Reihe von Fettsiure-Cholesterin- 
lisungen mit reinen Cholesterinlésungen von gleichem Cholesterin- 
gehalt verglichen. Aus diesen Versuchen ergab sich, daB die Fett- 
siuren schon in geringen Konzentrationen eine beschleunigte Aus- 
flockung bewirken, ehe die optimale Triibung der Vergleichslésungen 
ohne Fettséuren eingetreten ist und so eine nephelometrisché Ablesung 
unmdéglich wird. 


Wir untersuchten nun, ob sich die ausflockende Wirkung der 
Fettsauren auf die Cholesterin-Digitonidtriibung nicht durch Neutrali- 
sation der Sauren beseitigen lieBe. Diesbeziigliche Neutralisations- 
versuche mit Ammoniak und Natronlauge ergaben eine langere Stabilitat 
der Triibungen, aber die Ablesungswerte zeigten so grobe Differenzen 
(bis zu 10%) mit den Vergleichslésungen, daB sich auch dieses Ver- 
fahren fiir eine genaue Cholesterinbestimmung als unbrauchbar erwies. 
\us diesem Grunde muBte eine Entfernung der Fettsiuren —- ebenso 
wie eine Entfernung des Trioleins und des Cholesterinesters — ver- 
sucht werden. 


Versuche zur Entfernung der Fettsauren, 

Da die Léslichkeit des Cholesterins und der Fettsaéuren in organi- 
schen Lésungsmitteln weitgehend iibereinstimmt, ist eine Trennung 
durch einfache Anwendung eines Lésungsmittels nicht mdéglich. Eine 
Trennung wird also nur méglich sein, wenn eine Komponente des 
Gemisches in eine unlésliche Form iibergefiihrt wird. Wir versuchten 
erstens, die Fettséure in Form ihrer Bariumsalze abzutrennen und 
zweitens, das Cholesterin in das unlésliche Cholesterin-Digitonid tber- 
zufihren. Das erste Verfahren der Entfernung der Fettsaéuren durch 
die Bariumsalze gelang uns auch bei Anwendung der mannigfachsten 
Versuchsbedingungen nicht. Wir verzichten daher, um Raum zu 
sparen, auf jede Wiedergabe unserer Versuchsanordnungen. 


Zur Durchfiihrung des zweiten Verfahrens fihrten wir einige Vor- 
versuche tiber die Léslichkeitsverhaltnisse des Cholesterin-Digitonids 
durch: Cholesterin—Digitonid ist unléslich in Ather, Aceton; sehr 
schwer léslich in Athylalkohol; leichter léslich in Methylalkohol. In 














238 QO. Miihlbock, C. Kaufmann u. H. Wolff: 


100 ccm Methylalkohol lésen sich bei 20° 250 mg Cholesterin-Digitonic 
in heiBem Methylalkohol ist das Cholesterin-Digitonid sehr lei: yt 
léslich. Zur Lésung des Cholesterin-Digitonids konnte daher ny 
Methylalkohol benutzt werden. Es muBte nun zuerst der Einfluf 
des Methylalkohols auf die Triibung des Cholesterin-Digitonids unter. 
sucht werden: Es gelang durch einfaches Ersetzen des Athylalkoho|s 
durch Methylalkohol nicht, eine stabile Triibung zu erzeugen. Das 
Cholesterin- Digitonid flockt schon in geringen Konzentrationen sofort 
aus. Eine genau so stabile Triibung wie mit reinem Alkohol erreichten 
wir dagegen durch Anwendung eines Gemisches von 10 ccm Athy)- 
alkohol und 5ccm Methylalkohol. 

Es war weiter festzustellen, ob eine Trocknung des Cholesterin- 
Digitonids und eine nachherige Lésung in Methylalkohol die Triibung 
in irgendeiner Weise beeinfluBt. Es wurde folgender Versuch an.- 
gestellt : 

Versuch: 0,6 mg Cholesterin wurde in 10 ccm Athylalkohol gelést 
0,5 cem einer 1° igen Digitoninlésung hinzugefiigt, zur Trockne gedampit. 
in 5cem Methylalkohol gelést und nach Zusatz von 10 cem Athylalkoho| 
5cem Wasser hinzugefiigt. Auf diese Weise wurden vier gleiche Lésungen 
hergestellt. Zum Vergleich dienten vier Lésungen von gleichem Chole 
steringehalt (0,6 mg), bei denen das Cholesterin in 5cem Methylalkoho! 
+ 9,5cem Athylalkohol gelést wurde und nach Zusatz von 0.5 cem eine! 
1°,igen alkoholischen Digitoninlésung die Triibung mit 5cem Wasse: 
erzeugt wurde. 

Der nephelometrische Vergleich zwischen diesen Lésungen erga), 
daB eine Eintrocknung des Cholesterin-Digitonids mit nachfolgende: 
Lésung in Methylalkohol keinen Einflu8 auf die Triibungswerte hat 

Durch diese Versuche waren die Grundlagen gesichert, auf dene: 
ein Verfahren zur Trennung der Fettséuren von dem Cholesterin 
Digitonid ausgearbeitet werden konnte. 

Es war naheliegend, die mit Digitonin versetzte Lésung zur 'Trockne 
zu verdampfen und aus dem Riickstand die Fettsdéuren mit Ather 2. 
extrahieren. Zu den Kontrollversuchen stellten wir uns eine Lésung 
her von Cholesterin mit einer Fettsiuremischung, wie sie ahnlich im 
Serum vorhanden ist. 0,6 mg Cholesterin + 3 mg Oleinséure + 2 mg 
-almitinsaure wurden in 10cem Alkohol gelést, mit 0,5ccm eine: 
1°,igen alkoholischen Digitoninlésung versetzt und zur Trockne ver- 

dampft und der Riickstand mit Ather extrahiert. Es zeigte sich jedoch, 
daB die Atherlésung einen Teil des Cholesterins in Lésung enthielt 
wie es durch die positive Liebermann-Burchhardsche Reaktion erwiesen 
wurde. Ebenso fielen Versuche mit Aceton, Petrolither und Benzol aus 


Aus diesen Versuchen muBten wir schlieBen, daB nach der Ein 
trocknung keine vollstandige Prazipitierung des Cholesterin-Digitonid- 
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eintrat. Auch bei der Ausfallung des Digitonids in Aceton zeigte sich 
yei vollstandiger Eintrocknung mit nachfolgender Extraktion, daB 
ein Teil des Cholesterins in das Extraktionsmittel iiberging. Eine 
juantitative Trennung des Cholesterins von der Fettséure war nach 


liesen Versuchen mit einer einfachen Eintrocknung nicht erreichbar. 
Nur wenn man die Prazipitierung und die Eintrocknung des Digitonids 
iber Stunden vor sich gehen ]aBt, ist das gesamte Cholesterin in das 
ulosliche Cholesterin-Digitonid tibergefihrt. 


Da uns dieses Verfahren fiir unsere Methode zu zeitraubend war, 
iberdies zu unsicher erschien, benutzten wir das Prazipitierungs- 
verfahren, wies es Szent-Gydrgys fiir seine gravimetrische Mikro- 
holesterinbestimmung angegeben hat. Die Ausfallung des Cholesterin- 
Digitonids wird in Acetonlésung vorgenommen. Man setzt 0,5 ccm 
Wasser hinzu und verdampft dann langsam das Aceton. Das Chole- 
sterin-Digitonid bleibt dann als halbfliissiger Brei zuriick. 


Erst nach vielen Vorversuchen, die einzeln aufzufihren infolge 
‘aummangels unméglich ist, gelang es uns, das geeignete Extraktions- 
mittel zur Trennung der Fettséuren vom Cholesterin-Digitonid zu 
finden. Eine quantitative Trennung gelingt mit einer Mischung von 
\ceton und Ather im Verhaltnis 4: 10. 


Bestimmung des freien Cholesterins bei Gegenwart von 
Fettsauren. 

Eine unbekannte Menge Cholesterin zwischen 0,2 bis 0,8 mg 

3 mg Oleinsiure + 2 mg Palmitinséure in 2,5 ccm Aceton werden in 
einem Phillips-Becher von 50 ccm Inhalt mit 0,5ccm einer 1° igen 
ikoholischen Digitoninlésung und 0,5ccm Wasser versetzt. Man 
verdampft dann langsam das Aceton, bis der Acetongeruch vollstandig 
verschwunden ist. Es ist wichtig, dieses Abdampfen langsam vor sich 
gehen zu lassen, damit die Prazipitierung des Cholesterin-Digitonids 
vollstandig wird. Dauer: Mindestens '/, Stunde. Es ist unbedingt 
darauf zu achten, daB der Riickstand nicht trocken wird. Man versetzt 
den Riickstand mit etwa 20 cem einer Mischung von Ather-Aceton (10 : 4) 
und 1aBt 1/, Stunde stehen. Nach dieser Zeit wird die Lésung durch 
ein hartes Filter filtriert, und zwar so, daB der Cholesterin-Digitonid- 
niederschlag nach Méglichkeit im Kélbchen zuriickbleibt. Das De- 
kantieren wird noch zweimal wiederholt, doch ist ein Stehenlassen 
nach dem nochmaligen Zusatz von Aceton-Ather nicht mehr not wendig 
Das zuriickbleibende Cholesterin-Digitonid wird in heiBem Methyl- 
alkohol gelést, ebenso wird das Filter mit heiBem Methylalkohol aus- 
gewaschen, um etwa auf das Filter gelangtes Cholesterin-Digitonid 
zu lésen. Die methylalkoholische Lésung wird zur Trockne verdampift. 
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Der Riickstand wird wieder in genau 5ccm Methylalkohol gelést. 7) 
der Lésung gibt man 10 cem Athylalkohol hinzu. Gleichzeitig berite, 
man sich drei Vergleichslésungen mit Cholesterin, die in 9,5 com 96°, ivem 
Alkohol je 0,35, 0,5 und 0,65 mg Cholesterin enthalten, und gibt 2, 
diesen Lésungen gleichfalls je 0,4cem einer 1° igen Digitoninlés\,; 
und 5cem Methylalkohol. Die Analysenlésung und die Vergleic|is. 
lésungen werden gleichzeitig mit je 5ccm Wasser, das man am beste; 
aus einer Birette zugibt, versetzt. Man vergleicht mit dem blosen 
Auge, in welcher Vergleichslésung die Triibung der Analysenlésung am 
aihnlichsten ist. Diese Vergleichslésung und die Analysenlésung werden 
5 Minuten nach dem Ansatz im Nephelometer gegeneinander genay 
abgelesen. Aus dem abgelesenen Wert kann unmittelbar der Cholesterin 
gehalt der Analysenlésung errechnet werden. Ist s der Triibungswert 
der Vergleichsloésung, s, der Triibungswert der Analysenlésung, a de: 
Cholesteringehalt der Vergleichslésung und x derjenige der Analysen. 
losung, so ist 


8 


x 
al Se B. s = 30, 8, = 33,3, a = 0,5; 


8, “ 

30 x 30 . 0,5 hol 

—< <= —_: ¢= = 0,45 mg Cholesterin. 
33,3 0,5 33,3 


AnschlieBend geben wir eine Aufstellung von einer Anzahl von 
Versuchen, bei denen wir das Cholesterin nach der oben angegebenen 
Methode bestimmt haben: 





Gefundene Cholesterinmenge Berechnete Cholesterinmenge 


Nr. | 
mg mg 
1 0,60 0,60 
2 0,495 0,59 
3 0,596 0,60 
4 0,61 0,60 
5 0,32 0,33 
6 0,575 0.57 
7 0,42 0,45 


Aus dieser Tabelle geht hervor, daB es mit diesem Verfahren 
gelingt, auch bei Gegenwart von Fettsiuren, das Cholesterin exakt 
nephelometrisch zu bestimmen. 


Versuche zur Verseifung des Cholesterinesters. 


Fir die Brauchbarkeit einer Cholesterinbestimmungsmethode ist 
entscheidend, daB eine gesonderte Bestimmung des veresterten Chole- 
sterins méglich ist. Da es keine spezifische Reaktion fiir die Cholesteri: 
ester gibt, miissen sie verseift und das bei der Verseifung frei geworder 
Cholesterin bestimmt werden. Die Schwierigkeiten der Verseifung 
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liegen darin, daB die Cholesterinester schwer zu verseifen sind; bei 


der Anwendung starkerer Verseifungsprozeduren besteht die Gefahr 


der Zerst6rung des Cholesterins. 

Wir sind in unserer Mitteilung tiber die gravimetrische Cholesterin- 
bestimmung im Serum! ausfiihrlich auf diese Schwierigkeiten ein- 
vegangen, so daB wir hier auf diese Mitteilung verweisen kénnen 


3. Versuche mit Natriumdathylat. 


Von den Erfahrungen ausgehend, die wir bei der Ausarbeitung der 
gravimetrischen Methode gemacht hatten, versuchten wir, das Natrium- 
ithylat auch bei der nephelometrischen Methode zur Verseifung des 
Cholesterinesters zur Anwendung zu bringen. Eine einfache Uber- 
tragung des von uns bei der gravimetrischen Methode beschriebenen 
Verfahrens schien uns bei der nephelometrischen Methode nicht durch- 
fiuhrbar, da die Extraktion der verseiften Cholesterinester die nephelo- 
metrische Mikromethode sehr komplizieren wiirde. Jn Vorversuchen 
mit reinem Cholesterin suchten wir nach einem geeigneten Extraktions- 
verfahren nach der Verseifung. Um die Art unserer Versuchsanordnungen 
zu charakterisieren, geben wir von vielen Versuchsanordnungen nur 
ein Versuchsprotokoll. 

5 mg Triolein + 0,8 mg Cholesterin wurden in 10cem Alkohol gelést 
und mit 2 cem Na-Athylat (3° ig) versetzt. Diese Lésung wurde zur Trockne 
gedampft, der Riickstand mit Petrolather fiinfmal extrahiert und der 
Petrolatherextrakt filtriert. Dann wurde der Petrolather abgedampft und 
der dabei sich ergebende Riickstand in 10cem Alkohol gelést, 0,5 cem 
Digitoninlédsung und 5 cem Wasser hinzugesetzt und schlieBlich im Nephelo- 
meter mit einer unbearbeiteten Cholesterinlésung von 0,8 mg verglizhen. 
Bei diesem Verfahren traten jedoch groBe Differenzen auf (gefundener 
Cholesterinwert 0,68 statt 0,8 mg). 

Bei einer Reihe von weiteren Versuchen, die mit den verschiedensten 
Cholesterinkonzentrationen durchgefiihrt wurden, versuchten wir durch 
Anderung des Extraktionsmittels (Athylaither statt Petrolather) und 
durch haufigere Extraktion (bis zu zehnmal) vergeblich, eine quantitative 
Extraktion des Cholesterins zu erreichen. Es gelingt nicht, aus dem 
eingetrockneten Riickstand das Cholesterin quantitativ herauszulésen. 
Auch eine Verringerung der Natrium-Athylatmenge bis auf 0,2 ccm 
war erfolglos. Bei noch niedrigerer Konzentration des Na-Athylats 
findet keine volistandige Verseifung mehr statt. 

Um eine quantitative Bestimmung zu erméglichen, wurde in 
mehreren Versuchen unter Anderung aller méglichen Bedingungen die 
Extraktion nach Neutralisation vorgenommen. Auch diese Ver 
anderungen zeitigten keine besseren Resultate. Es wurde dann auf eine 


1 Diese Zeitschr. 233, 222, 1931. 
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Eintrocknung des Niederschlags tberhaupt verzichtet: 1 cem Wasse; 


wurde hinzugefiigt und dann eine Extraktion, nach Zusatz von reinen 
Wasser, nach Neutralisation und nach Anséuerung versucht. Ayc| 
diese Variationen der Extraktion ergaben keine brauchbaren Resultat, 


4. Versuche mit Natronlauge. 

Bei einer weiteren Reihe von Verseifungsversuchen wendeten wi) 
Natronlauge an. Auch hier wurden die Bedingungen und Extraktione: 
analog verandert, wie oben bei den Versuchen mit Na-Athylat |, 
schrieben. 

Als positives Ergebnis aus diesen zahlreichen Versuchen mit 
NaOH kénnen wir die Beobachtungen Okeys bestitigen, daB Chol 
sterin bei Gegenwart von Alkali und Luftsauerstoff beim trockene: 
Erhitzen zerstért wird. Um diese Faktoren auszuschalten, hat Okey 
vorgeschlagen, die Eintrocknung nach der Verseifung in einer Kohlen 
séiureatmosphare vorzunehmen. Da uns dieses Verfahren zu umstandlich 
erschien, arbeiteten wir ein anderes Verfahren aus, um diese Schwieriy 
keiten zu umgehen. Die von uns ausgearbeitete Verseifungsvorschrift 
ist folgende: 

Bestimmung des Estercholesterins. 


1 mg Cholesterin-Stearinsiureester in 10 ccm Athylalkohol wird 
mit 0,1 ccm konzentrierter Natronlauge versetzt und auf dem Wasse1 
bad erhitzt. Ist der Alkohol bis auf 1 ccm eingedampft, gibt man 
0,5ccm molare Phosphorséiure und 15ccm Petroléther hinzu. Unter 
kraftigem Umschiitteln und Erhitzen zum Sieden dekantiert man de1 
Petrolither durch ein kleines Filter von der wisserigen Lésung ab 
Das Dekantieren wird vier- bis fiinfmal wiederholt. Der Petrolathe: 
wird verdampft und der Riickstand in 2,5cem Aceton gelést. Diese 
Lésung wird dann weiter behandelt, wie bei der Bestimmung des freien 
Cholesterins bei Gegenwart von Fettséuren S. 239 beschrieben. De: 
erhaltene Wert gibt das veresterte Cholesterin an. 

Diesem Verseifungsverfahren wurden Cholesterin- und Cholesterin 
esterlésungen unterworfen. Einige Ergebnisse sind hier in der folgenden 
Tabelle zusammengestellt. 





Gefundene Cholesterinmenge | Berechnete Cholesterinmenge 


Nr. 

mg mg 
1 0,60 0,60 
y 0,58 0.60 
3 0,60 0,60 
4 0,49 0,50 
5 0,47 0,50 
6 0,60 0,60 
7 0,597 0,60 
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Gefundene Gravimetrisch gefundene 
Nr Ester-Cholesterinmenge Ester-Cholesterinmenge 
mg mg 
8 0,52 =«. 0,51 
g 0,53 0,51 
10 0.51 0,51 
Zusammenfassung. 


Es wird gezeigt, daB durch unser nephelometrisches Verfahren 
eine exakte Bestimmung des freien und des gebundenen Cholesterins 


moglich ist. 


A. Bestimmung im Blut, Serum und in Organen. 


Vorbedingung fiir eine exakte Bestimmung im Blut, Serum und in 
den Organen ist eine quantitative Extraktion des Cholesterins und der 
Cholesterinester. Bei Ausarbeitung unserer gravimetrischen Methode 
haben wir bereits die verschiedenen Extraktionsverfahren auf ihre 
Brauchbarkeit hin gepriift (Einzelheiten siehe dort). An Hand zahl- 
reicher Versuche konnten wir damals nachweisen, daB das Extraktions- 
verfahren, wie es Bloor angegeben hat, einfach und zuverlassig ist. 
Wir beschrinken uns hier darauf, nur ganz kurz das Aufarbeitungs- 
verfahren zu beschreiben. 


1. Aufarbeitung von Serum oder Blut. 

3 cem Serum oder 2 ccm Oxalatblut werden langsam in etwa 50 ccm 
einer Mischung von Alkohol-Ather (3:1) getropft. Wir empfehlen 
3cem Serum und 2ccm Blut, um eine Doppelanalyse durchfihren zu 
kénnen. Man laBt einige Stunden stehen und filtriert dann die Lésung 
unter griindlichem Nachwaschen mit Alkohol-Ather. Das Filtrat wird 
zur Trockne gebracht und der Riickstand mit Aceton extrahiert. Diese 
Acetonlésung, die eingeengt und in ein MeBkélbchen auf 25 ccm auf- 
gefiillt wird, dient zur Bestimmung des freien und des veresterten 
Cholesterins. Sollte beim Einengen der Acetonlésung eine Tribung 
entstehen, so wird filtriert. In einer Probe wird das freie Cholesterin 
bestimmt, in einer zweiten das Gesamtcholesterin nach Verseifung. 
Durch Differenz erhalt man das veresterte Cholesterin. 


2. Aufarbeitung von Organen. 


Das in einem Wageglischen genau abgewogene Organ wird in 
einem kleinen Mérser mit Sand zerrieben. In einem kleinen Kolbchen 
wird das zerriebene Organ zweimal mit heiBem Alkohol extrahiert, 
den man durch ein Filter gieBt. Die Extraktion wird noch zweimal 
mit Ather wiederholt. Der Alkohol-Atherextrakt wird zur Trockne 
gedampft und der Riickstand mit Aceton extrahiert. Von diesem 
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Acetonextrakt nimmt man eine Menge in Arbeit, die etwa 0,5 mg 
Cholesterin enthalt. 

Um den Arbeitsgang naher zu charakterisieren, geben wir cin 
kurze Vorschrift zur Bestimmung des Cholesterins im menschlicher 
Serum. 

B. Arbeitsvorschrift. 
1. Notwendige Reagenzien. 

1. Alkohol-Ather (3 : 1), 2. Aceton, 3. 1°(ige alkoholische Digitoni: 
lésung (Digitonin cryst. Merck), 4. Ather-Aceton (10: 4), 5. alkoholischy 
Cholesterinlésung: 25 mg in 250cem Alkohol, 6. konzentrierte, rein 
Natronlauge, 7. molare Phosphorsiure (Kahlbaum), 8. Petrolithe: 
(Sp. 30 bis 50°). 


2. Bestimmung des freien Cholesterins. 


Die Menge des zur Verwendung kommenden Acetonextrakt; 
richtet sich nach der darin enthaltenen Cholesterinmenge. Im all. 
gemeinen ist es zweckmaBig, bei Untersuchung von Serum 8 ccm des 
Acetonextrakts, der etwa 0,5 mg freies Cholesterin enthalt, in Arbeit 
zu nehmen. Enthalt das Serum sehr viel Cholesterin, kommt man mit 
entsprechend weniger Acetonextrakt aus. Ist man iiber den Chole- 
steringehalt ganz im unklaren, so muB man in einer Vorprobe zuerst 
den ungefahren Wert feststellen. In einer zweiten Probe wird dann 
eine Menge Acetonextrakt in Arbeit genommen, die zwischen 0,3 bis 
0,8 mg Cholesterin enthalt. 

8cem des Acetonextraktes werden in einem Phillips-Becher von 
50 ccm Inhalt auf etwa 2,5 ccm eingeengt und mit 0,5 ccm einer 1°, igen 
alkoholischen Digitoninlésung und 0,5ccm Wasser versetzt. Man 
verfahrt dann weiter wie bei der Bestimmung des Cholesterins bei 
Gegenwart von Fettséuren auf 8. 239 angegeben worden ist. 

Als Beispiel einer Bestimmung: Vergleichslésung 0,5mg.  Ab- 
lesung : Standard : Versuch = 35:34,3; 35/34,3 = x/0,5; x = 0,51 mg in 
8ccm Acetonextrakt. In 100 ccm Serum sind als 53 mg freies Chole- 
sterin enthalten. 


3. Bestimmung des Gesamtcholesterins. 


3cem des Acetonextrakts dampft man zur Trockne und lést den 
Riickstand in 10cem Athylalkohol. Man gibt 0,1 ccm konzentriert: 
Natronlauge hinzu und erhitzt auf dem Wasserbad. Ist der Alkoho! 
bis auf etwa 1 ccm eingedampft, gibt man 0,5cecm molare Phosphor- 
siure + 15 ccm Petroléther hinzu. Unter kraftigem Umschiitteln und 
Erhitzen zum Sieden dekantiert man den Petrolither durch ein kleine- 
Filter von der wisserigen Fliissigkeit ab. Das Dekantieren wird viecr- 
bis fiinfmal wiederholt. Der Petrolather wird verdampft und dei 
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Rickstand in 2,5cem Aceton gelést. Diese Lésung wird dann weiter- 
hehandelt, wie bei der Bestimmung des freien Cholesterins beschrieben 
Der erhaltene Wert gibt das Gesamtcholesterin an. 

Estercholesterin: Den Wert fiir das veresterte Cholesterin erhalt 
man dureh Differenz der Werte fiir das Gesamtcholesterin und fii 
las freie Cholesterin. 


4. Vergleichsbestimmungen zwischen der gravimetrischen und 
der nephelometrischen Methode. 

Wir mu8Bten den Beweis erbringen, daB die von uns angegebene 
nephelometrische Mikrobestimmung bei der Untersuchung im Blut- 
serum, Gesamtblut und Organen wirklich zuverlissige Werte ergibt. 
Zu diesem Zwecke haben wir an einer gréBeren Zahl von Analysen, 
das Cholesterin gleichzeitig nach der gravimetrischen und der nephelo- 
metrischen Methode bestimmt. Zur gravimetrischen Bestimmung 


Vergleich der gravimetrischen und der nephelometrischen Cholesterin 
bestimmungsmethode. 


A. Untersuchung von Normalpersonen. 





ree Gravi- : Nephelo- 
Gravi- metrisch Nephelo-  metrisch 
a metrisch gebun- metrisch gebun- 
N angs freies denes tes freies denes jesamt 
r gangs- Chole- iene: Gesamt (hole- Gesan 
material : Chole- Chole- 
sterin sterin sterin sterin 
mg-°/5 mg-° mg-° mg-? 
1 Studentin I Serum 59.5 130 189.5 57,0 131 188 
53.0 
2 ” IT " 59.0 116.0 175 57,0 120 177 
60.0 125 185 
3 Dr. X. " 52 100 152 46.5 109 153.5 
51.5 
46.5 
4 Sch., Student os 47.5 92.5 140 52 93 146 
53 
5 Student . 44.5 45.5 
49.5 
6 Fl., Student i 66,0 95,5 161,5 62,0 92.5 153 
59,0 
7 Dr., ‘ ™ 166.5 172.5 
8 || GU., . . 188 188 
9 Fr. Schm. ‘is 50,5 119 169.5 52.0 124 176.5 
53.5 
10) Un. Blut 107.5 84 191.5 106 St) 156 
100 92 192 
102 


103 
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B. Untersuchungen an Leber und Galle. 





Rattenleber pro 1g Frischgewicht 


Organ 


Leichengalle pro 100 cem 


Gravimetrisch Nephelometr 


Gesamtcholesterin Gesamtcholes 
mg mg 
1,98 2.0 
69,0 65,0 


benutzten wir die von uns angegebene Methode!. Die Ergebnisse 


denen nur ein Teil in der vorstehenden Tabelle zusammengestellt werd 


konnte, zeigen, daB die nephelometrisch gefundenen Werte mit de: 
gravimetrisch ermittelten gut iibereinstimmen. Auch die Schwankungs 


breite der einzelnen nephelometrischen Werte gleicher Analysen unt: 
einander ist nicht gréBer als die der gravimetrischen Bestimmun 


methode. 


Es wird eine nephelometrische Mikromethode zur Bestimmung ces 


s 


Zusammenfassung. 


freien und gebundenen Cholesterins im Serum, Blut und Organe: 


anges 


geben. 


Die Methode erlaubt, in 1,5 cem Serum pder in 1 cem Blut 


das freie und das veresterte Cholesterin zu bestimmen. Die Exaktheit 


der Methode wird an zahlreichen Kontrollanalysen und durch Vergleichs- 


analysen mit der gravimetrischen Methode bewiesen. 


dasel 
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1) Szent-Gyérqyi, diese Zeitschr. 136, 107, 1923. 


bst 231, 103, 1931. 
1931. 4) R. Okey, J. of biol. Chem. 88, 367, 1930. 5) Winday 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 65, 110, 1910. 
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jinige Bemerkungen zur Arbeit von M. Moissejewa: 
Zur Theorie der mitogenetischen Strahlung*. 


Von 
G. Frank und 8. Salkind (Leningrad). 


(Eingegangen am 25. Januar 1932.) 


In der in der Uberschrift angefiihrten, in dieser Zeitschr. 248, 67, 1931 
erschienenen Arbeit versucht die Verfasserin eine Erklarung fiir die Tat 
sache zu geben, daB die Versuche von Gurwitsch und seiner Schule an 
Zwiebelwurzeln eindeutig positive Resultate gaben, die eigenen der Ver- 
fasserin dagegen ergebnislos blieben. Sie geht dabei von bestimmten Voraus 
setzungen und Vermutungen iiber die Methodik der Laboratorien von 
Gurwitsch aus, aus denen sich ergeben soll, daB die betreffenden Ergebnisse 
einfach Artefakte sind. 

Da wir uns an den Arbeiten iiber mitogenetische Strahlung von den 
ersten Anfangen an aktiv beteiligten und alle Etappen der Aushbildung 
der Methodik mitmachten, méchten wir in kategorischer Weise feststellen, 
daB keine der Annahmen der Autorin tiber die Methodik von Gurwitsch zutrifft 

Im einzelnen méchten wir auf folgende drei Punkte eingehen: 

Auf 8. 80 heiBt es: .,.Man kann annehmen, da der Apparat in besonders 
schweren und wichtigen Fallen so aufgestellt wurde, daB die vom Induktor 
abgewendete Seite des Detektors beleuchtet wurde ...‘‘ Demgegeniiber 
méchten wir betonen, daB die Versuche bei allen méglichen Kombinationen 
der Belichtung angestellt wurden. Schon die Voraussetzung, daB spezielle 
MaBnahmen zur deutlichen Beleuchtung der Spitze der induzierenden 
Wurzel ergriffen werden muBten, trifft keinesfalls zu. Solche Versuche 
sind ja iiberhaupt in einer geringen Minderzahl (etwa im ganzen 40) ver 
treten. Nach Feststellung des Grundphinomens wurden ja im weiteren 
die verschiedensten Strahlungsquellen mit breiten Strahlungsflichen ge- 
priift, wo jede Sorge um Zentrierung iiberhaupt fortfiel. 

Auf §. 81 nimmt die Verfasserin an, daB ,,nach zwei bis drei Versuchen . . . 
wird man darauf achten, daB die Wurzelkriimmung in die Ebene fallt, 
die durch das Induktionsréhrchen fiihrt‘*‘. Auch diese Vermutung ist vollig 
arbitrar und entspricht nicht im geringsten unserer Praxis. Wenn Ver- 
fasserin auf S. 82 bemerkt, daB die in Abb. 6 dargestellte Wurzel .,mit 
der konkaven Seite zum Induktor gerichtet ist und im oberen Teil den 
scharfen Trichterrand beriihrt‘‘, so ist es offenbar ihrem Gedachtnis ent- 
gangen, daB wir bereits bei Demonstration dieser Photographie auf dem 
ZoologenkongreB in Kieff (Mai 1930) in formeller Weise betonten, dai die 
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Photographie nicht einem tatsachlichen Versuch entspricht, sondern aus. 
schlieBlich zur Veranschaulichung des Markierungsverfahrens mittels der 
Insektennadel die erste beste Wurzel in den Induktionsapparat eingespannt 
wurde. 

S. 82 ist endlich folgender Satz zu lesen: ,,Wurde aber ein wenige: 
wichtiger Versuch gemacht, so wurde héchstwahrscheinlich das Materia] 
nicht so sorgfaltig ausgesucht und die Zentrierung nicht so sorgfaltig ge 
prift — und der erwartete Effekt konnte dann ausbleiben.*‘ Diese Annahme 
ist véllig aus der Luft gegriffen und ganz unverantwortlich. DaB alle Ver. 
suche von uns als ,,gleich wichtig‘‘ betrachtet und mit gleicher Sorgfalt 
behandelt wurden, braucht wohl nicht speziell betont zu werden. 

Von einer Deutung der Versuchsergebnisse von Moissejewa wollen wir 
absehen. 


Berichtigung. 


In der Abhandlung von L. Loeb und JI. Lorberblatt, diese Zeitschr. 
244, 222, 1932: 

S. 227, Zeile 20 von oben lies CaCl, (statt NaCl,) und 
. 238, Zeile 9 von unten lies MnCl, (statt MgCl,). 
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